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Los antibióticos glicopeptídicos han sido utilizados durante más de treinta
años sin que hayan surgido resistencias significativas; esta situación cambió en 1986,
tras a aparición de cepas de Enterococcus resistentes a la vancomicina. Anteriormente,
hablan sido descritas cepas naturalmente resistentes, pertenecientes a los géneros
Lactobadi/us, Pediococcus, y Leuconostoc, bacterias con escasa relevancia clínica. No
obstante, los antibióticos glicopeptídicos siguen siendo una alternativa eficaz en el
tratamiento de infecciones producidas por enterococos. Hoy se conocen, al menos,
cinco fenotipos de resistencia en el género Enterococcus. Teniendo en cuenta el
incremento de la resistencia a IL-lactámicos y que, en algunos casos, la resistencia a
vancomicina es transferible, podemos afirmar que la resistencia a glicopéptidos puede
ocasionar un problema grave en el tratamiento de infecciones enterocócicas.
1.1 Género Enterococcus
1.1.1 TAXONOMíA Y CLASIFICACION DEL Género Enterococcus
El termina “entérocaque” fue utilizado por primera vez en 1899 por
Thierceiin, para describir un nuevo dipiococo gram positivo de origen intestina!; en el
mismo año, MacCaliun y Hasting publicaron un caso de endocarditis producida por
Micrococcus zymogenes (hoy, sinónimo de Enterococcus faecalis>; posteriormente, en
1906, la denominación de .Streptococcus faeca/is sería utilizada por Andrews y Horda
para describir un caso de endocarditis producida por un coco gram positivo (1591,
manteniéndose ésta última, hasta la década de los 80 que cambió a E. faecalis.
En 1937 Sherman clasificó los estreptococos en cuatro grupos:
piogénicos, viridans, lácticos y enterococos. El grupo enterococo esta compuesto por
microorganismos que crecen a 10 y 45 0C, en NaCí al 6,5%, sobreviven a 60 0C
durante 30 minutos, y son capaces de hidrolizar la esculina. Estas características siguen
hoy vigentes para la diferenciación de este grupo de cocos gram positivos. En el
esquema serológico de Lancefield, propuesto a comienzos de la década de los 30, el
2
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.ipo D se correlacioné con los enterococos de la clasificación de Sherman, aunque no
ms los estreptococos grupo D son enterococos. La separación en dos géneros
erentes de los estreptococos grupo D no enterococo y enterococos, no tuvo lugar
sta comienzo de los 80 <159).
Kaiima propuso en 1970 que 8. faecalis y Streptocaccus taecium fuesen
nsferidos a un nuevo género, el género Enterococcus <131); ésto no ocurre hasta
85, año en que aparece en la Lista de nombres bacterianos aprobados del
ernational Journal of Systematic Bacteriology (167). Tras la publicación en 1984 del
bajo de Schleifer y Kilper-BMIz, en el que se propone la nueva denominación de
tarococcus faecalis y Enterococcus faecium, para S. faecalis y S. faecium, como
nsecuencia de los resultados obtenidos de hibridaciones ADN-ADN y ADN-rARN entre
2B5 pertenecientes a estreptococos grupo O enterococos, y no enterococos y
eptococcus (210). Posteriormente, también se cambian las denominaciones de
‘eptococcus avium, Streptococcus cassellflavus, Streptococcus durans,
~eptococcusgal/inarum, y Streptococcus ma/odora tus (47),
En la novena edición del Bergey’s Manual of Systematic Bacterioiogy,
itro de la sección 12 (cocos grani positivos>, se describen en el apartado
:erococos, incluidas en el género Streptococcus, las especies S. faeca/is, S. faec/um,
~vium,y S. gaflinarwn (1 58). El género Enterococcus está constituido, hoy, por doce
ecies, las cuatro descritas en el Bergey’s como Streptococcus enterococos, y las
u entes:Enterococcas durans, En terococcus casselif/avus, Enterococcusma/oc/ore tus
‘), Enterococcus hiree <71), Enterococcus mundt/i <64), Enterococcus rafflnosus,





Los microorganismos del género Enterococcus son células ovoides,
individuales o agrupadas en parejas o cadenas cortas, gram positivas; no forman
endosporas, y pueden ser móviles. Son anaerobios facultativos, pueden crecer a 10 y
45 0C, en NaCí al 6,5% , a pH 9,6, y en medios con 40% de bilis. Hidrolizan la
pirrolidonil-I~-naftilamida, y la asculina a 6,7 dehidrocumarina. Quimioorganotrofos,
presentan metabolismo fermentativo, siendo el producto final mayoritario de la
fermentación de la glucosa el ácido láctico. No poseen citocromos (test de la bencidina
y catalasa negativos> excepto en presencia del grupo hemo que algunas cepas pueden
sintetizar pseudocatalasa (113, 158, 210).
Reaccionan con el antisuero D de Lancefield, aunque algunos E. av/un> son
reconocidas por el antisuero Q (158, 210). El determinante antigénico, grupo especifico,
que responde al antisuero O de Lanceficíd es un ácido glicerol-teicoico asociado con la
membrana citopiásmica (158).
El contenido guanina-citosina (G+C) está comprendido entre el 37 y 45
S’o. La estructura del peptidoglicano es de tipo A <Lys-D-Asp), excepto E. faecalls que
es de tipo B (Lys-Ala
23) (210). Son inmóviles, excepto E. casse//flavus, E. ga/I/narwn y
algunas cepas de E. faecalis <158, 184).
Géneros relacionadas can Enterococcus son .Streptococcus, Lactococcus,
Aerococcus, G’emel/a, Pediococcus, Lactobacifius, yteuconostot <113). Al clasificar una
cepa como Enterococcus debe ser diferenciada de estos géneros; especialmente, si se
trata de una cepa resistente a vancomicina, ya que entre el 90 y 100% de las cepas de
los géneros Pediococcus, taotobad/as, y Leuconostoc son resistentes a la misma <68>.
En la Tabla 1.1 figuran las pruebas para la distinción de Enterococcus del resto de




La hidrólisis del PYR y la aglutinación con antisuero grupo D de Lancefield
son dos pruebas imprescindibles para la correcta identificación de cepas del género
Enterococcus resistentes a vancomicina. Los enterococos hidrolizan el PYR mientras
que las cepas de los géneros Streptococcus (excepto Streptococcuspyogenes .4
Pediococcus, Leuconostoc, Lactococcus <excepto Lactococcusgarviae) ytactobadilus,
Tabla 1.1. Pruebas para la diferenciación de Enterococcus de otros géneros de
bacterias gram positivas (68).
PRUEBA Enteroc Strept Lactoc Aeroco Gemelía Pedioc Leuco Lactob
GASDEGLu - - - - - - + 4+
RES. VAN - - - . - + + +
GRUPO D + - - - - + 4+ 4+
BILIS/ESC + . -¡-1- +1. - + + -FI
PYR + . -¡-1- + +1. -
Nací 6,5% + - +1- + . -/+ +1-
LEU-AMI-PEP + + + - + + . +1-
Enteroc, Enterococcus; Strep, Sireptococcus; Lactee, Lactococcus; Aeroco, Asrococcus; Pedico,
Pediococcus; Lauco, Leuconosloc; Lactob, Lactobacil/us. Las pruebas propuestas son gas de glucosa,
resistencia a vancomicina, aglutinación grupo D, bilis/esculina, hidrélisis de PYR, crecimiento con Nací al
65%, y Leucin-aminopeptidasa. Signos 1-) < 25%, (-¡+1 25-50%, (+1-> 51-75%, (+> >75%
.
son incapaces de hidrolizarlo. La aglutinación con antisuero grupo D ayuda a distinguir
los enterococos de Lactococcus, Aerococcus, Gamella, Leuconostoc, y Leo tobacil/us
(68).
La identificación a nivel de especies de los enterococos puede realizarse
siguiendo el esquema propuesto por Fackiam y Collins (67), clasificándolas en tres
grupos, según los resultados obtenidos de la fermentación del manitol, sorbitol, sorbosa,
e hidrólisis de la arginina. El grupo 1 compuesto por E. avium, E. raff!nosus, E.
malodoratus, y E. pseudoaviuni se diferencian por la fermentación de la arabinosa y
rafinosa. El grupo II lo constituyen las especies E. faecalls, E. soiltarius, E. galinarum,
E. faec¡urn, E. casse/íflavus, y E. mundtii distinguiéndose por la fermentación de la
arabinosa, sorbitol, y lactosa, por la movilidad y producción de pigmento (67). Las cepas




esquema de Facklam y Collins, como E. solitarius. Para distinguirlas es preciso realizar
pruebas complementarras; como la reducción del telurito y la fermentación de la rFbosa
(200). E. durans, E. hiree y E. faecalis (variantes asacarolíticas) pertenecen al grupo iii
diferenciándose por la fermentación de la sacarosa y rafinosa, y la utilización de[
piruvato (67>.
En la Tabla 1.2 se recogen las pruebas diferenciales propuestas en la
quinta edición del Manual of Clinical Microbioiogy para la identificación de las especies
de enterococo (69).
Tabla 1.2. Pruebas para la
MAN SORB
identificación a nivel de especie de Enterococcus (69).






























































Signos (-) < 10% positivo, <+1-) 60-90% positivo, <-ti >90% positivo. MAN, manitol; SORB, sorbitol;
SOR, sorbosa; ARO, arginina; ARA, arabinosa; RAF, rafinosa; TEL, telurito 0,04%; MO’/, movilidad; PíO
pigniantación; SAC, sacarosa; PYLJ, piruvato.
E. faecafis es la especie aislada con más frecuencia de muestras clínicas
y del tracto gastrointestinal humano (93, 199, 200>. En agar sangre de caballo puede




También, asociada a plásmidos se ha comunicado la producción de bacteriacinas <124>
y antibióticos peptldicos (80, 160).
E. faecñsm es la segunda especie en frecuencia de aislarrientos en
muestras clínicas (93, 200). Durante algunos años ha sido un “cajón de sastre” donde
situar a muchos enterococos atípicos que, hoy, forman parte de algunas de las nuevas
especies del género Enterococcus (1 99>.
E. durans es difícil de diferenciar fenotípicamente de E. (eec/un~ y E. hirae.
No obstante presentan escaso grado de homología de ADN lo que justifica la separación
en especies diferentes (47, 136>. Se aísla en raras ocasiones de muestras humanas
(200), y con mayor frecuencia de polios (64>.
E. casseliflavus, anteriormente denominadoS. faec/um var ca sse/it/a vos,
produce pigmento amarillo y es móvil. Se aislé inicialmente de plantas (200), pero
recientemente ha sido implicado en infecciones nosocomiales en áreas quirúrgicas (184).
E. avium reacciona con el antisuero grupo D de Lancefisid y, en muchos
casos, también con el O. Junto con E. ma/odoratus son los únicos enterococos
productores de 5H2 <47>.
E. gallinarum son móviles y producen IL-hemolisis en agar sangre de
caballo (200). Presentan resistencia intrínseca de bajo nivel a vancomicina (144).
El resto de las especies, E. ma/odoratus, E. mundtii, E. so/itarius, E
raflinosus, E. pseudoavium, y E. hiree son aisladas, excepcionalmente, en muestras de





La tIpIfIcacIón lnuaespecfflca de loe enturococee se realiza mediante loe
siguientes métodos: fagotípía, bacteraocínotspía <entuvococinotipial, examen del
contenido plasmídíco, análisis del patrón de restricción del ADN total, y ribotípia. La
ííp:hcac.ón intraespeclfíca es imprescindíble para justificar un brote epéddmíco puesto
que, los caracteres fenotípícos y el patrón de sensibilidad a los antibióticos, son
insuficíentes para distinguir unas cepas de otras <159>.
La utilización conjuota de las técnicas de fagotipla y enternnlut@tlpb,
han permitido la tipificación de187% de copasen 187 tipos. Indívidualmente la fagotipia
permitió reconocer 25 tipos, el 79 % de las cepas topadas, aunque el 61% pertenecía
a un solo tipo, y la enterococanotípia, también, reconoció el 79% de las Cepas en 85
tipos, la mitad de las cepas perteneció al mismo tipo <159>.
El análisis del contenido plaemidico ha sido utilizado, a veces, para
demostrar brotes epidémicos <169>. pero su utilización rutinaria es poco prácticaya que
las lisis rápidas no ofrecen una cantidad suficiente de AON para el estudio
electroforético (1633.
El análisis del patrón de restzlcclón del A~ total. mediante electroforeiii
de campo pulsado, ha demostrado la diseminación de una cepa productora de 8-
laclamasaen 6 hospitales de Gestados de U.S.A. (163>. La misma técnica. resueha con
un sistema de electraforesis convencional, se evaluó positivamente para estudios
epíderniológícos (101>. También ha sido aplicado al estudio de 17 cepas de E. tueciom
resistentes a vancomícina. implicadas en un brote de un hospital pediátrico. encontrando
que no estaban relacionadas 422>: otras estudios epidemiológitoa con este método si
tíatí hallado relación entre las cepas 4253.
8
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La ribotipia d¡scnrnínó can menor cfi cia que el en~i ~ del patrón del
AUN tot M <22, 101>. con i fiándose reconwndabl.e para a .Ií rírnínacíón a nivel de
tupe :í (101>. No ob. tante h-t sido utilizado en alguno estud os ~Mern¡ológicoscon
cepas rewstuntn. a y ínconíicinil (11, 130)
1.1.4 INTERCAMBIO L3ENETICO
Los enterococos intercambian gonce dé resistencia entre miembros de su
inlimo género y con cepas de otros géneros, incluyendo bacteríns qram positivas (208,
244> y grain negativas <55, 235>- Se ha demostrado la adquí~icíón de genes de
res¡stenc¡a ‘in vivo” mediante pf~ sniído4 y U an posan ~, túnjuqativo. o no (40, 43>,
e “¡o vita> t además, por tren fonnición /3, 259). El mr canismo que proporciona
rna yor eficacia en la tía o smrsíón genética es la como ¡ación de plá jm idos que responden
a feromnuna s, con frec uenc¡as de conjugación en cardo que puede 1 legar a ser de 1 Q1
4.3> La frecuencia de conjugación para los transposones conjugativos es del arden de
10’ (44>, Y iún rnijcho menores para plásinidos que rio responden a feromonas y
transposones no conjuqatavos
Las feromonas son péptidos hidrafóbicos de 7 u 8 aminoácidos que
inducen la producción de un conjunto de proteinas en la cepa donante implicadas en la
Figura li Esquema de la sintesís y re. pu sic a trío riÉ~n’ propuesto por D.B.
Clewe<l <43).
U
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agregación cnn la cepa receptora, produciéndose a úrnu~o vísíbf e macrascópicamente.
El plá ernído codíIta el corflun te de pro te(nas indo sdas por la feromow e <265>, algunas
son de superficie <62. 233), y un-i de ella, e agregante (82>. E ta ultima constituye una
sustancía que, al mí .;r os<’op¡o electróruco, aparece cuino m aterí ~l microfibrilar. La
stistarlcia agreg uíte se sitna en la pared celular de (a cepo donante, y se une con el ¡
produc tú erílazantí, (pmob ti unente ácido lípotecoco) de la uperfíc e de la receptora
(62), precisándose para la unión ¡orles fosfato y cationes díval ~ntes,facilitando la
u in - ferencía del plásmí lo que responde a femomona y de otros sí los hubiera (46).
Corno consecuencia de esta 1jregací ri se facilita el proceso de conjugación de
plásrnídos, obsíqrvánd ose frecuen as de conjuga “íún en caldo de 3 a 6 órdenes de
rnagrií aid mayores en células in lucí la 4 frente a no in lo ,ídas <45) Los agregados se
producen alrededor de 40 minutos d epué de entrar en contacto el donante con la
fe romo na (265)
Las cepas sin plásmidos excretan múltiples feromonas codificadas por
genes cmomosórnicos; cuando adquieren un plásroido que responde a feromonas se
inhibe especifícainente la producción de esa feromona <42>. Al mismo tiempo, se
síntetiza un péptido inhibidor competitivo de la ferornoria a la que responde,
probablemente para evitar la autoagregación por niveles baáos de feromona endógena
o de feromonas relacionadas (123). Han sido descritas once feromonas diferentes, el
análisis de homnolog~a de ADN de la región que codífica la proteina agregante revela que
todas ellas, salvo la que responde a cAM3?3, poseen una alta homo>ogia, lo que sugiere
‘ir’ or¡qen común (83> cAM3/3 es sintetizada por cepas de enterococos, la mayoría de
lo Staphylococcus ar,reos y aproximadamente e> 15% dé Stroptococcus Sanguis, pero




1 1.5 SENSIBILIDAD A LOS ANTIBIOTICOS
El patrón de sensibilidad de las enterococos esta en ontinua evoluc!ón,
reían tinándose con el consumo de antíbió titos Crí oria ín.stduCÑSn o una zona geográfica ¡
determinada (92, 20/>
La actividad de los antibióticos Siactámicos frente a enterococos es
variable, siendo aírípícílíTía el producto más activo, seguido de imípenem, penicilina,
píperacilína, meropenem. ticarcílína y carbení dina, ordenados de mayor a menor
actividad (85, 90, 93>. En realidad, la arupicilín i e ligeramente más activa que
penicilina, aun toe existe la idea de que es mucho ni activa, probablemente debido al
oso de discos de 10 gg y 2 U (1,2 pq) respectivamente, lo que propurciona halos
mayores cori ampiciiina (96> Las ce tal spo r mas rio tienen actividad ½vivo”, aunque
sri ha rí dcscmito ce talo, porinía a cori buena actividad ½vftro “ no siendo eficaces en la
clínica (5, 8/>.
Los enterococos son tolerantes a todos los antiNóticos ¡A-lactámicos,
me, ijítando ineficaces para obtener un efecto bacten ida a concentraciones terapéuticas
(236) La consecución del efecto bactericida precisa asociar un aminoUlícós¡do <117).
£ (aecwrn es más resistente a los &lactártii o~. que E faecalrs y el resto de los
eríterococos (85, 90)
El 90% de los E. faecahs son íntítb4dos por 4 pg¡ml de penicilina, 2 pg]ml
de ampícilína, y 28 pg!ínl de irntperiem <28. 90. 93> Habituahnente, la tase de
resistencia pira 1 paní ~ílína y ampÑdífla (CMI >16> es p~óxírna al Oto. Existen cepas
productoras de ¡A la :tarna. í,. go p~e~i.entan una CMI dc 1 a 4, Y >64 plmi con
ínóc¿íto d~ 1 0~ y lO’ UFCmI re pc tívamente, rio evídenciáncbse la resistencia con
nóculo normal, siendo acon aeiable la deterin nación da ¡A lactamasa con nítrocefin para
detectar ceip u re, ¡, t ntes (90) En iii e tud mohí ‘éntrí u est dounídense se ha
detectado un 1,6% d. cepa~ prodo tora’ de ¡A ~actcmna.a 90) en traba~o5 europeos no
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han sido halladas (85. 93, 241, 262). Las cepas productoras de B-lactamasa son
sensibles al ímwpenem. amoxíeslíne 1 clavulónoco y amp.cíhna ¡ suttactam <90. 149).
La producción de 8-lactamasa esta asociada a la presencia de plismidos
conjugatívos que, también. codírícan resístencía de alto nivel a gentamicína <160> y que,
en al menas un caso, responden a feromonas (102>. Han sido hallados diferentes
plismídos con Blactamasa pero todos poseen regiones homólogas, en particular la
codificante de la 6-lectamaua (180, 221. 246>. La localízací6n plasmídica no es única,
hat,íóndose encontrado en el cromosoma de una cepa (194). formando parte de un
transposón 1190>. La Olactamasa de E ~ncahsprobablemente procede de la de S.
au~eus, como lo demuestran los estudios de hibridación, que ponen de manifiesto una
grau homología entre ambas 1161,269>. Entre las diferencias habfla que destacar que
la expresión de la Blactarnasa de E. taecaIvs es constitutiva y el enzima se encuentra
ligado a la célula, mientras que la expresión de la de 8. breva es inducíble y el enzima
se labera al medio (161>.
La resistencia a Blactémicos, en cepas europeas, es debida a un
incremento en la producción de la PSP 5 de baja afinidad por penicilina (75. 268>;
también se ha propuesto un incremento de la PBP 4 (208).
E. fncium es cada dia mis resistente e los antibióticos B-lactóm.cos;
Grayson y cols. comparan las CMlI,, y CMl~ para ampécilina de cepas aisladas en 1908.
en las Islas Salomón de individuas que nunca biNan recibido antibióticos, con las
procedentes de un hospital de Boston en los periodos 1969-1988~ y 1989-1990, lis
CMl~,, y CML,<> para ampíc.hna de 2 y 2, 8 y 32, y 64v 1 28pg/mI respectivamente (92>. -‘
En general, la tasa de resistencia a pencibna y amp¿cíkna oscile entre el 21 y 100%,
según los autores (28. 90, 92. 262>. varios artkulos comunican que la CMI,, para
arnpicílina se encuentra entre 64v a O4pghnl. y entre 32? 128g/ml pata .m.penem.





El mecaní. mo de res¡, terwía es, fundamentalmente y como en el caso de
15. faeca/rs, la modificación de la afinidad de la PEP 5, siendo mucho menor en fas cepas
resistentes (4, 15, 92>; algunas cepas hipersensibles a penicilina presentan una nueva
PEP 5 <921, o bien carecen de ella 4 16>; e xcepcíonalrnente, se han descrito otros
niecany,mos de resistencia 1135>
La sensibilidad a ¡A lactárnícos de las especies de enterococas distintas de
E. Iaecahs y £ (arcwn¡, ha sudo menos estudiada crido en general sensible, a
penícílíni y ampucilína (90> aunque se han descrito cepas resistentes de £1 gal4nan¿m
<20/) y 1 ,affñwsus (90, 201>
Los aislados de £ f¿wca//s resistentes a vancomícina son habitualme rite
sensibles a arnpi ,ílína (217, 238>. aunque se han descrito dos cepas en USA
procloc toras de ¡A lac tamwa y re ,;stentes a ql icopéptidos <1 49) Sun embargo, cepas de
E. taec¡um resistentes a vancomícína son frecuentemente resistentes a arnpicilína y
penicilina <Th6, 142, 143. 114, 238)
Los amínoglícdsidos son poco activos frente a los enterococos,
níecesitándose concentracícoes de 250 pg’ml de estreptomicina o kanarn¡cína, y de 8
a 64 pg/ml de gentarnícina o tobramícína para inhibir a £ faecahs y mayores para E
faec,uní (159). Los amínoglícdstdos asociados a Glactám¡cos producen un efecto
bactericida a concentraciones mocho menores (25 pg/ml de estreptomicina) (11 71
La deterrninaciOn de la resisterria a alto nivel a amínoghcós~dos puede
llevarse a cabo por los métodos de concentración úrnca en medio solido, m~crod luc~dn
e o caldo, ni ícroílii ocíóí en c a U o co nc ,íal y dí~ co/pía ,a el rné todo más sensible es el
de placas coíí una determina la en rentra tón de antibiótico, incubadas 48 horas Los
sistemas cointircíale , Fa. ~o y Mí roSe tienen una ‘en~íhílidad para la detección de
la resístencia a íOOOpg’m> de e. treptom ~ínay gen:aim ‘toe dc /9v 96%, y 65 y 59




respectí vameríte al incubar di, ira rite 48 h na s <203> El e ludio de sons bit dad, por el
método de difusión, se efectúa con dí~cor de estreptomicina y gentanhicina. con carga
de 300 y 120 pg respectivaril ue, con. derándose sensibles con halos mayores 6
iquales a 10 muí <204>, conrelacion ndo e al 100% con el método de placas con
antibiótico <203)
1$. ta&ahs, en un estudio rnoltic#ntrícoesta lounidense, presentó una tasa
de resistencia de alto nivel a e streptomí ma y gentamicína dc 26,2 y 23,1 %
respectívarnentrí <00> en otro’ e. todo , eurOpeOs, el nivel de re í ten ,ía se sitúa entre
ellO y 30% para ambos arití biótícos (86, 93, 266, 241 , 262).
La resistencia a estreptomicina, debida a una alteración ríbosomal que río
permite la unión cori el aiitíbiótíco, repre. cnt a menos del 5% de las cepas aisladas en
clínica (268>; el mecanismo de re. istencía mayoritario es la presencia de enzimas
modif cantes, en partíc iii ar oria adeniltrans brasa (AM) 6>. frecuentemente cod ficada
por un plásn~ido que tamb~éri pose e la fosfotrans teresa 4 APH 3>. confiriendo resistencia
a kanemícína y amikacina <268>. La resistencia de alto nivel a gentanlicína es
consecuencia de la entune bitoncional <oslo -acetíltransferasa <APH 2- AAC 6> (49.
152> Otro mecanismo descrito, en una sola cepa, consiste en la alteración específica
del sistema de transporte de gentamícifla <268>. Los genes de las enzimas inactivantes
de amínoglícósídos residen habitualmente en plAsmidos autotransienibles ~49, 162>. y
en trame-posones (120>. Las cepas productoras de ¡Alactamasa, frecuentemente. poseen
resistencia de alto nivel a eStrE=ptomiuínay gentamícína (149, 160).
£ taecnírn es resistente al efecto sinérgico entre pen4cilina o ampicílina
con k anamícííia, u 31)01 icirí i, sí. umícína o tobrarnicína, debido a la presencia de una
acetiltranstrirasa (AM. Oíd t ajo ni eh ci transferíbte (86, 268>. La tasad resistencia
dii alto nivel para í~. treptomicina en eproxímadárileflte 50 60~t, la enuírna implicada en





90. 93,241,262> debida a ji enzima bifuncional <APH 2 AAC 6’> codificada por
plásmídus (64>.
La resistencia de alto nivel a arnínoglícdi ido, también ~e ha encontrado
en otras especies de enterorocos distintas de E. taecabs y E. taect&m <90, 262).
Se lían descrito cepas de E (secalis y E. tstwium con resistencia de alto
Y uve:!) d estrnptorn cina y/o gentarní cina asociada a resí t ‘nc ti a ;liívopéptído. <1 56. 1 49,
238), pero esta asociación río puede coruderarse corno frecuente (1 42, 143, 21 3>
Eritrornicina inhibe a los enterococos a concentraciones de 0,1 a 5 100
¡¿q/inl, siendo la habito ilmente de 1,5 ¡tg ~ml- Muchas cepas son resí stentes debido al
qen armil codificado por el transpo. fln ToS 1 7. mediante la metílación del 235 ARN
ribosomíco 141> [a clíndamícína es inactíva (226)
Concentraciones do nifampicina. menores o iguales a 8 pg’ml, inhiben a
la mayoría de los enterococos, pero la resistencia se desarrolla rápidamente (63>.
Asociaciones de nífampícina con ¡Alactámicos y vancomícína no han demostrado,
suficientemente, un efecto sinérgico (63>. En un modelo de endocarditis experimental
producida por E faeciwn resistente a vancomicina, se comprobó ja actividad de
rifampicíría administrada conjuntamente con cíprofloxacina y/o gentamnicina, resultando
que las a. ciaciones que contenían nífampícína fueron más activas que gentarnic~na y
ciprofloxacína al admínArarse sola o asociadas <255).
La actividad de totraciclina es escasa. Su uso frente a enterococos se
imita al tratamiento de infecciones urinarias ocasionadas nr cepas moderadamente
sensibles <225>. La tasa de re í.~ten ‘ía e- d ~l 8080. segurí los trabajos (169). Los





Cotrlmoxazol (trímetroprim/sulfametoxa¡cI) es activo ‘a> s4tro ‘a ip tivo
frente a E becaba (96>. No ocurre igual con E. buucwm que pueda ser sensible ‘Vn
wttot pero ‘it, vivo probablemente es resistente, debido a su capacidad de asimilar
ácido Eólico exógeno <96>. Existen estudias contradictorios respecto de la aotMdad
bactericida 1159>. La determinación de la sensibilidad debe hacerse en medios sin timina
y/o tímídína, ya que tatas pueden ser incorporadas por los enteracocos resultando falsas
resistencias <50>.
Ciprofloxacina inhibe al 90% de E. buscaba con concentraciones entre 1-4
pglml 190. 260). Concentraciones mayaoes de 4-8pg/ml se requieren para inhibir al 90
% de E. faecium (90, 92>. Otras quinolonas con actividad frente a anterococos son
olloxacína (93>, pefloxacina y, con menor actividad. nosfloxacina (260>. Mutaciones
gyirA son responsables de la resistencia a las fiuorquinolonas. Los distintos niveles de
resistencia dependen de la capacidad de entrada de) antimícrobiano (165>. Ha sido
demostrada actividad bactericida ?n Mitro ‘dcciprofloxacunaasociada a ampicilina frente
algunos E. faec¡um resistentes a vancomicina. ampácílina y gentamicina <139>.
En cuanto a los ant¡bl6tlcoe gflcopeptfdlcot se describe su mecani8mo de
acción y resistencia en los apartados 1 .2 y 1 .3. La mayorfa de los enterococos
permanecen sensibles a glicopóptidos. Las tasas de resistencia var<an según las
publicaciones, siendo inferiores al 1 % en la mayor parte de las publicacioneS anteriores
a 1992<28, 85, 90. 93>, recientemente se han comunicado tasas de resistencia entre
1 .11% (24! ,253>,yexcepcionalmente mayores. Ami, el 22% de los E. fanium aislados
de pacientes tratadas en st> domicilio en Oklahoma fueron resistentes <74>. La tasa de
resistencia más alta de las recopiladas por nosotros es del 27% de un centro de
referencia de antibióticos del Reino Unido. Este último porcentate quizá no sea del todo
representativo debido a que no se reciben todas las cepas aisladas <202).
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1.1.6 IMPORTANCIA CLíNICA DE Eflerocaceus
Los enterocacos son un patógeno nosocomiol wnpo-rtante, a) menos el 10
% de las infecciones de origen hospitalario son producidas por ellos; forman parte de
la flore gastrointestinal humana, también pueden colonizar la orofanrige. vagina, y periné
de individuos sanos, La mayoría de las infecciones ocaetenadas por enterococos son de
origen endógeno: recientemente se ha postulado la adqwstción de infecciones por vía
exógena, siendo las vías de contagio: persona~peraorrn y f¿mrtea; pudiendo ser éstos
los mecanismos de transmisión de los entwococo~s resistentes a los antítndticos (37,
147>.
E. fnculis causa entre el 8040 % de todas las infeccIones producidas
por enterococos. yE. foecium alrededor del 1.16%. El resto de los enterococos, como
E duroas, E evium. y E roffinosua, son rnslados excepcionalmente <146). Los
enterococos causan infecciones, como endocarditis, bacteriemíes, sepais neonatales,
celulitis, abscesos, e infecciones urinarias, pelvicas, y de úlceras de decúbito (146>. Se
ha relacionado el aumento del uso de cefa¡osporinuis con el incremento de las
infecciones nosocomiales de etiología eriterocócica <254>.
Aproximadamente el 5% de las bacterlemias son producidas por
enterococos (146, 169>; observándose un elevado Indice de mortalidad, entre si 30y
50% (121,146). E) origen de las mismas es. por orden de frecuencia, el tracto urinario,
cavidad íntraabdomína) y heridas (91, 146). La adn’úntstración previa de antibióticos
como cefalosporínas, imíperwm, aztreonam. y ciprofloxacína está asociada a
bacteríemias enterocócicas r1osocom~ates <14, 24, 91 L La sepais neonatal y meningitis
es excepcional, en ocasiones ha sido descrita en un*dades de cuidados intensivos
neonatales de forma epidÉmica (159>. Cuando se tiene la certeza de que no hay
afectación cardiaca, para su tratamiento es suficiente la monoterapia (wnplcilina o
vancomicína)(91, 121> si no, es preciso un tratammnto bactericida con asociaciones de




Los enterococos son la tercera causa más común de endocardItIs, tras
estreptococos y estafilococos. Esta se presenta, habttuaknervte. en varones GflCiSftOS
con válvulas normales o no, y suele tener un origen urinarIo (153>. Su tratamiento
requiere la asociación de penicilina, arnpicikna o vancomícina con un aminoglicóeido y,
a menudo, recurrir al reemplazamíento de la ‘táFvula afectada (195>.
El reto terapéutico más írnportar>te es la endocarditis produc&cia por cepas
con resistencia de alto nivel a amínoglicúsidos ya que, cuando ésta aparece, no existen
alternativas demostradas para conseguir efectos bactericidas con £klactámicos o
vancomicína. En estos casos, se recurre a la administración de morioterapía, con dosis
altas de un tA-lactámico o vancomicina, según la seruíbdídad a estos fármacos (63,
118>. En un brote de bacteríemias por E. Incium de tipo VenA con resistencia de alto
nivel a estreptomicina y gentamicína, y ampicilina, se observó que el tratamiento con
ampícílína y aminoglicósidos a altas dosis no fue efectivo (156>.
Williamson y cols. observaron en aislados resistentes a vancomícina un
incremento en la susceptibilidad a penicilina en presencia de vancomícina (258>. estas
observaciones fueron confirmadas por Leclercq y cois., comprobaron que la asociación
no era bactericida, este efecto lo consiguieron al añadir gontamicína (145). Sha)es y
cola, obtuvo efectos bactericidas en enterococos de fenotipo yanA y VanO con la
asociación vancomicina, penicilina, y gentamicína. que fue más bactericida que
gentamícina con uno de los dos antibióticos 1217). AsImismo, en un modelo de
endocarditis experimental producida por un nterococa VenA moderadamente resistente
a penicilina (CMI 32 uy/mi) se demostró que la terapia de p.rnci>ina a aftas dosis y
gentamícína era la más efectiva junto con la asociación de penicilina a baja dosis.
vancomicina, y gentamicíria (32). También, resuNó útil la asociación de teicoptaruna o
vancomícína a altas dosis con gentamicina para tratar una endocarditis experimental
producida con un E. taeckun VeaS (701. Gutrtwrin y cola. han observado en dos ce>as
de fenotipo VenA sinergia entre tetcop*sn~fla o vaflcOfthiCiflS y pnicilna, arnpícíllna o
cetiriaxona. La CMI do celtriaxorta en presencia de ghcopóptidos disminuyó més de mil
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veces. El mecanismo en una ellas estaba asoctado con ¡a sustttuctn de dos PSP de alto
peso molecular paría PBP 5 (99>. El con~unto de estas pub1kac~ones proponfan corno
alternativa el tratamiento, de las infecciones ocasionadas por enterococos resistentes
a vancomicina, la asociación de penicílir’ia-vancornicina-gentamicína. Posteriormente se
ha comunicado en varios trabajos que ¡a asocuición de vancomícina y pentctlif¶a no era
sinÉrgica “la vitrn” (96, 34, 78, 107). Las discrepancias se deben. probablemente, a la
distinta susceptibilidad a los B.lactámícos da las cepas probadas (34, 78>. es preciso
estudiar en cada cepa la sensibilidad de las diferentes asociaciones propuestas.
Green y cole. han propuesto un ensayo para determinar la sinergia entre
vancornícína y ampicilina. Sobre una placa microtiter se efectúan diluciones seriadas de
ampicilína (18-0,26 uy/mí) y vancomlcína a concentración constante (8 pglml>. Las
cepas que obtienen CMI para ampicilína (con vancomicína> =Bpg/mlse correspondieron
con cepas sinérgicas mediante la medida del tiempo de muerte, y con CMI >16 no
observaron sinergia (94>.
Otras atternativas propuestas son la asociación ciprofloxacina/ampicilína
y cíprofloxacina/novobiocina que pueden ser bactericidas para algunas cepas resistentes
a vancomicína, penicilina y gentamicirla, pero sensibles a cíprofloxacina (139). En un
modelo de endocarditis experimental por enterococos resistentes a vancomicina y
ampícílína se compararon ciprofloxacina, rifampácina, y gentarnicina solas o combinadas
entre sí, observándose que las asociaciones rnfl activas eran tas contenían rifampicina
4266). Este último antibiótico es ineficaz en monoterapia por la aparición de mutantes
resistentes (265).
Las Inlecclones del tracto urinario, produc~das por enterococos, están
asociadas a manipulaciones gensto- urinarias. anormalidades estructurales, y
hospitalización (1 46, 159>. Su ímpoftancí4í radica en ser la principal puerta de entrada
para los bacteríernias enterocócícas, El tratamiento de elección es penícillna, ampicilána.




En cuanto a las fluorquiriolonas, incluyendo c$profloxacsna, no son recomandab&es (139>,
aunque existe la posibilidad de tratamientos eficaces con el nuevo producto
sparfloxacina (182>.
Los Infecciones de piel, tejido. blondo., y de herido quirúrgica son el
segundo lugar de origen de bacteríemías enterocócícas. En múltiples ocasiones ¡os
aislamientos se producen en el seno de un proceso pohm¡croblano. Aunque algunos
autores consideran Entewcoccu.s como mero. colonizadores en esas infecciono, el
hecho de que puedan implicarse en bacteriernLas secundadas debe ser suficiente para





Los antibióticos glícopeptidicos son producto del metabolismo secundario
de gran numero de actinomicatos, habiendo sido encontrados en rntcroorganrsmos de
los géneros Nocardie. Actinomedura, Actlnopianes. Srreptomyces y Amyco/atopsis
(189>. El primer glicopéptido introducido en chnica fue vancomicina, descubierto en
1956, producto del metabolismo de un actinomiceto nocardiforme, Amyco/atopais
orienta/ls (anteriormente se denominó Nocarrka Monta/ls y Stroptoniyces ori,nteIis>,
aislado del suelo de Borneo e India por El, Liliy Company (129>. Teicoplanina fue
descubierta en la década de los 70, y se obtiene de la fermentación de una cepa de
Actinop/ann teichomvcoticus (97>. Otros antibióticos glicopeptfdicos rio utilizados en
clinica son decaplanína, ristocetína (útH en el dia9nostico de la enfermedad de von
Willebrand>, avoparicina y actaptaruna (usados en veterinaria> (15>. Antibióticos
relacionados con los glicopeptídícos son los lipoglicopéptidos: daptomicína y
ramoplanina, habiéndose realizado ensayos clInácos con ambos (31. 222).
1.2.1 ESTRUCTURA MOLECULAR Y RELACION ESTRUCTURA ACTIVIDAD
Los antibióticos giScopeptidicos son molÉculas complejas de peso
molecular de más de 1400 Da. La estructura mo4ecutar de vancomicinano se determinO
hasta 1978, tras la aplicación de técnicas de degradación parcial, espectrofotometrfa
de masas, resonancia magnética nuclear, y difracción de rayos X (183, 212).
Los g>icopéptidos presentan un hptapéptido central, formado por cinco
aminoácidos comunes para todos ¡os miembros del grupo, y por dos aminoácidos, los
de las posiciones 1 y 3, que son específicos para cada uno de ellos <191>. TambiÉn, se
diferencian los antibióticos glícopeptklicos por ¡os sustituyentes de los aminoácidos




























* ExIsten 5 tIpos dc grupos atila dfftr,uetánd. los 5 tIpos de tekoplaidna


















algunos de ellos específicos pera cada gbcopóptido. Todos tienen 7 anillos aromáticos
excepto varicomicína que tiene sólo 6 (15>.
En la Figura 1.2 se representa la estructura general de los antibióticos
glícopeptidicos. Entre las diferencias de vancornicina y teicoplanina destacamosque, los
aminoácidos 1 y 3 de vancomicína son respectivamente N-metilieucina y asparagina.
sin embargo, la teicoplaniria tiene sri ambas posiciones hidroxkfenilglicina; y que
teicoplanina tiene tres azúcares 0-manosa, N--acetil-gFucosamína y N-acílglucosamina,
él último de ellos, sustituido por una cadena de ácido graso, mientras que vencomicina
presenta un solo disacárido (O~glucosa~vanccrnamrne><97).
La relación estructura actMdad ha sido revisada por Nagarajari (164). El
aminoácido 1 es crucial para la actividad. El grupo amino so une al extremo carboxi-
terminal de UDP-N-acetilrnuramíco pentapéptido mediante un puente de hidrógeno. Su
ausencia conduce a la perdida de acción antibiótica.
El cambia del grupo hidroxíl-bencflico por un hidrógeno del aminoácido 2
reduce a la mitad la actividad de vancomicina. La pérdida del cloruro R, dismuve la
actividad antíbacteríana de vancomicína y teicoplanína, debido a la pérdida de atnidad
por el extremo D~alanil-D-aIanina (164>.
El aminoácido 3 de vancomicina es asparagina; cuando se incremente la
longitud de la cadena dismniuye la actividad, si resto de ghcopéptidos poseen un radical
fenólica (164).
Loa amino¿izúcares residan sobre el amInoácido 4 y de ellos dependen las
características tarmacocinóticas de cada antibi&tioo. Algunos están sustituitos por una
cadena de ácidos grasos como por ee«ipk> en la teécoplanína. lo que le proporciona un
aumento en la vide medía. La sustitución N ccli a N alquil de una cadena de 9 a 11




rnarufiesta espectacularmente frente a los enterococos resistentes a vancomicina
disminuyendo la media geométrica de la CMI desde 263 jnjtml hasta 4-6pg/rnl (173).
El aminoazúcar ha sido considerado responsable de la agregación plaquetaria producida
por la ristocetina (191).
La eliminación del cloruro del aminoácido Ono tiene efecto en la actividad
antibacteríana (164>.
1.2.3 MECANISMO DE ACCION
El mecanismo de acción de los glícopéptídos es la inhibición de la sfnteuis
de la pared celular. rambién se publicaron, en La década de los 60. efectos directos
sobre la membrana cítoplásmica e inhibición de la síntesis de ácido ribonucleico (129.
183>. Posteriormente no se han implicado estos efectos en la acción de vancomicina.
El bloqueo de la síntesis de la pared celular ésta motivado por la inhibición
de las reacciones de transglicosilación y tarispeptidación, causas de un solo efecto, la
unión de vancomicina al extremo terminal t»a¡anul-O-alanina del N-acetil-murámico~
pentapéptido. La inhibición de la transg)ícosílacíón no permite la adición da nuevas
unidades de N-acetil-murámico-pentaptptidaal peptidoglicario naciente, acumulándose
en el citoplasma, debido a que éste no se líbera del Upsdo transponedor (undecaprenil~P)
en la parte externa de la membrana crtopiásm.ca. Como consecuencia de la inhibición
de la transpeptidación, se impide la maduración dei peptidoglicano, al no producirse el
entrecruzamiento entre las cadenas del mtsmo.
El resultado de la detención de la antesis de la pared celular es que la
célula no puede aumentar su tamaño. Secundariamente se paral~za la síntesis de ADN.
ARN, y proteínas, y al continuar actuando las enzimas autolfticas, se produce la lisis
bacteriana (191>. La bacteriolisis tiene lugar sobre c6)ulas en taseexponencial. La acción
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Utica de vancomicina desaparece en presencia de MC’ 60 mM (129> y en medios
híperosrnóticos, mientras que taicoplanina no se afecta, poéatuUrxdosa que la cadena de
ácido graso de teicoplamna favorecerfa La penetración de la molécula en la membrana
citoplásmica, causando la lisis (38).
La unión de vancomicina al extremo O—alanil-D~alaniria tiene lugar a través
de 5 puentes de hidrógeno (191), extremo comprobado por She¡drick y co4s., al
estudiar, mediante análisis de rayos X, el complejo cristalino formado entre CDP-l,
producto de degradación de vancomicina, y acetil~O4laníl-D-alanina <21 2). Figura 1.3.
La unión de vancomícina a péptidos terminados en D~alaníl--D-alanina sigue una cinética
de segundo orden (1 86>, el complejo final y el intermediario se encuentran estabilizados














Los antibióticos lipoghcopeptídicos presentan un mecanismO de acción
diferente a los glicopéptidos. La daptomicína actúa produciendo grandes aheracw’nee
morfológicas <247). causadas por la irtutación de la síntesis de ácidos telcolcos y
ltpoteicoícas (23, 31>. La ramoplanina inhibe la síntesis de peptidoglícano,
probablemente impide la formación de UDP- t+-acet4.murfimico- pentaptptido-f-P-
undecaprenil <222>.
1.2.4 DETERMINACION DE LA SENSIBILIDAD
El estudio por difusión en agar de la sensibilidad de vancomicirla y
teicoplanína se lleva a cabo con discos de 30 uy; la interpretación del diámetro de los
halos es distinta, según se trate, de enterococos u otros gram positivos. Para los no
enterococos, los criterios de sensibilidad de vanconi¡cina no han cambiado desde 1987,
Tabla 1.3, se considera sensible =12mm, intermedio entre 10>11 mm, y resistente
=9mm (166, 168,169, 171). El criterio inicial para teicoplanína fue sensible ~ 14 mm,
intermedio 10-13 mm, y resistentes =9mm (18, 189>. Estos criterios han sido
modificados en 1993, el NCCLS considera sensible con halos a 14 mm, intermedio
entre 11-13 mm, y resistentes sí =10mm (171>.
Los criterios de sensibilidad de vancomícina para enterococos han sufrido
diversas modificaciones desde 1987 hasta la actualidad, Tabla 1.3, debido a la
existencia de cepas de Entorococcusmoderadamente resistentes y resistentes con halos
de l6y 13 mm respectivamente (202. 2311. Swenson y cola, propusieron considerar
halos de =15mm sensibles y =14 mm resistentes (231>. Wiftey y cols. encontraron
aceptables los criterios propuestos por el documento M100-53 del NCCLS (169>,
aunque sugieren que se consideren moderadamente sensibles a partir de a 16 en vez
de =17 mm (257). Los últimos criterios propuestos p« el NCCLS <1711, basados en el
trabajo de Swenson y cola. (230), son: resistente =14 mm, intermedio 15-16 mm,




de incubación con especial atención a la aparición de colonias en los bordes de los
halos, y la categoría moderadamente sensible desaparece. Wiley y cola. propusieron
para la detección de estirpes resistentes La inoculación de 1 O~ UFC en placas con 8. 10
o 12 uy/ml de vancomicina (257>. Este método ha sido estandarizado recientemente por
Swenson y cois., consiste en la inoculación de una gota con lOt lO~ UPC en placas de
OHI agar suplementadas con Oag/ml de vancomícina, la lectura se real¡za a las 18 horas
de forma preliminar pero los resultados no son definitivos hasta las 24 (228). No
obstante, cuando se considere tratar con vancomicina una cepa de sensibilidad
Tabla 1.3. Diámetros de halo y puntos de corte de la CMI para vancomicina.
Documento NCCLS DIAMETRO DE HALOS (mm> CMI(pglml>
A 1 MS 5 R 1 MS 8
M2A3S2 1987<166>
=9 1041 =12 =32 16-8 =4
M2-A4 1990<168>
para enterococos =9 10-11 =12 =32 18-8 =4
otros gram + =9 10-11 =12 =32 16-8 =4
M100-S3 1991(169>
para enterococos =1415-16 =17 =32 16.8 =4
otros gram + =9 1011 =12 =32 16-8 =4
M2-AS 1993<171>
para enterococos =1416-16 =17 =3216—E =4
otros gram + =9 10-11 =12 =3216-8 =4
A resistente, intermedio - M 5 rnoderacjarnsnte senstb3e, 5 nnsibie
interrnedía determinada por el método de difusión, se ha recomendado confirmar
previamente la susceptibilidad mediante CMI <230>. Los cdtenoa de sensibilidad de
teicoplanina para enterococos, son en la actualidad, idónticos a los de no enterococos
sensible con halos =14mm, intermedio entre 1 1-13 mm, y tesietentt si =10mm
(1 71>, anteriormente se consideró halos =17mm moderadamente sensible. 15-16 mm
intermedio, y 6 14 mm reststente (16. 170>.
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En métodos de dilución no extsten diferencias de criterios entre
eníerococos y no onterococos, los puntos de corte actuales son para vancomnicina (=
4 ¿sg/ml sensible. 4—id uy/ml intermedio, y =32¿sg/mI resistente (111» Y para
te4coplariina =8¿sg/ml sensible, 16 intermedio, y ‘.32 resistente (170)>.
Algunos sistemas semiautomáticos y automáticoshan sido evaluados para
ka detección de enterococos resistentes a vancomicina. El sistema Vitek, inicíalrnente,
no resultó eficaz (202. 257>, tras una modificación del programa pi’esentó una
sensibilidad del 98% (250>: cl sistema MicroScan Wadk/Away presentóuna sensibilidad
del 93%, mejorándose hasta el 99% al realizar lectura visual (257>. y el sistema Pesco
fue considerado aceptable por otra publicación <202).
1.2.5 ESPECTRO ANTIBACTERIANO
El espectro antibacterlano de vancomícína y teicoptanína es muy similar,
con algunas excepciones. Ambas moléculas son activas frente a cocos y bacilos grarn
positivos, Stephylococcus. Streptococcus. Entero coccus, Psptococcus.
Peptostreptococcus, Micrococcus., Listono, Actinornyces. B.ocillus. Ciastridium,
Eutiactorium. y Proplonibocterlum (72, 250>. Teicoptanina es ligeramente más activa
frente a Srroprococcus, Enterococcus, S. aureus, Ciostridium. Propioníbocteriurn,
Pepwsrreprococcus. y Peprococcus <72, 97>. Vancomicína es algo más activa que
teicoplanínaen Srophyiocaccuscoagulan negativos. La actividad es similar para Ustorio
y Corynebactorium jeikeium <97). En la TaNa 1.3 figuran los rangos de CMI para
teícoplariína y vancomícina de algunas bacterias gram positivas.
Algunas bacterias gram positivas son resistentes, íntnnsecarnente. a los
antibióticos glicopeptídicos: son las pertenecientes a los géneros Leuconostoc.
Ped¡ococcus. y Lactobocius (229>.
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Las bacterias gram negativas son resistentes a los ghcopdptldos, con
excepciones como Flavoboctoríum meningosoptiicum (72). Leptospira pomona <129).
Borro/la burgdodori (53), y algunas cepas de NotssorM~ g~onorrhooae (72).



































Las CMB de glicopóptídos para las bacterias sensibles son de dos a cuatro
veces la CMI, excepto las bacterias del género Enzorococcus que pueden necesitar hasta
100 pg/ml de vancomicina, concentración entre 10 y 50 veces superior a los niveles
séricos alcanzados a dosis terapéuticas. El efecto bactericida frente a Entervoaccus se
consigue con la asociación de vancomicina y un aminoghcósido <estreptomicina o
gentamicina) (72>.
Daptomicina y ramoplanlna presentan un espectro de acción similar a los
glicopéptidos, aunque ramoptanína es, de cuatro a ocho veces, ni-Ss activa que
vancomicína (128>- Ambas, inhiben a los enterococos resistentes a vancornicina (126,
143>. Además. ramoplanína es bactericida, solo, para enterococos resistentes a







Loe parámetros farmacoclnóticos son simijares para los ghcopópthdoa
comercializados diferenciándose, especialmente, en la vida media, que para vancomicina
es de 6-8 horas, mientras que para teicoplanina es de 40-70 horas. En pacientes
anúrícos la vida media de vancomicina es de 9 días, siendo preciso ajustar las dosis de
ambos fármacos en individuos con la función renal alterada. La unión de vancomicína
a proteínas plasmáticas es entre 10-50% (219>, y de aproximadamente el 90% en
teicoplanina, El volumen de distribución aparente es 0,81/kg para toicopianina y
ligeramente superior para vancomícína (0,92 11kg> (220).
Los glicopéptidos no son absorbidos por vía oral estando, esta vía,
reservada para el tratamiento de la colitis pseudomembrariosa. La forma de
administración es mediante infusión lenta intravenosa, en solución salina o glucosada
al 5%. Teicoplanína, puede ser administrada por vía intramuscular (72).
La concentración en suero, transcurridas 1-2 horas de la administración
de 500 mg de vancomícina, es de 6-10 pg/ml, y de 4 pglml mantenidos durante 24
horas tras la infusión de 400 mg de teicoplanina. En Uquidos pericórdico. sinovial y
escítico los niveles son semejantes a los séricos (219). Vancomicina no alcanza el
liquido cefalorraquideo, salvo que las meninges estén alteradas, pudiendo entonces
conseguir concentraciones de 1 a 7 pg/rnl. En pacientes con meningitis, sin respuesta
al tratamiento endovenoso de vancomicina, se administran de 3 a 6 mg por vía
intratecal <72>.
La excreción es, íundcmsntaknente, por filtración glomerular, apareciendo
en orína a las 24 horas el 80-90% de vancom~cina. y el 28% y 44% de teacopianina a
las 24 horas y 4 días respectivamente. La hemoditUuis no retire cantidades significativas





La toxIcidad de vancomicína ha disminuido, desde que se introdujo en el
mercado, gracias a la mayor pureza conseguida. Actualmente, puede producir
tromboflebitis y reacciones alérgicas con fiebre, urticaria, exantema Ni shock anafiláctico.
Estos efectos son más infrecuentes si el fármaco se inyecto lentamente (219>.
El efecto secundario más frecuente, al iniciar la terapia con vancomicina,
es el síndrome del cuello u hombre rojo ¿248>. caracterizado por prurito y eritema de la
cara, cuello y parte superior del tórax y, en casos graves, angíoedema y colapso
cardiovascular, debido en parte a una liberación de histamina <116). Este efecto puede
ser prevenido mediante la administración conjunta de un antihistamínico,
difenílhidramina <248>. Al menos, se ha descrito un caso con teicopianína (56).
La reacción adversa más gravo es la ototóxica, que puede ser irreversible,
Es infrecuente cuando los niveles máximos no alcanzan los 50 pg/ml. y común si
superan los 80 ¿sg/ml (72, 219). El riesgo de nefrotoxicidad se incrementa cuando se
admínístra conjuntamente con amínoghc6sidos (72). Teicoplanina es ototóxíca y
nefrotóxica, aunque en menor grado que vancomícina (220>.
1.2.9 iNDICACIONES
Las indicacIones de los antibióticos glícopept$dicos son las infecciones
graves como septicemia, endocarditis, etc., causadas por 8. iiireus y Staphy/acoccus
epldormkils resistentes a meticílina. E. taocoh y E. bac/vm resistentes a ampicilina
172), en endocarditis causadas por Streptococcus grupo ~4iidans,Stropwcoccus ha vis
119), y Corynebccterium spp., en meningitis causadas por Str.ptocoecus pnoumoniae
con CMI >2 ¿sg/ml a penicilina, en colitis pseudomembranosa estaf~ocócica y le






sido asociada a fallos terapéuticos (178)), en meningtt*s ocasionadas por A
rnon’nposopticum, y en pacientes alérgicos a B-4actámicos con anfeccíanes debidas a
Srophytococcus, Stroptococcus. y Entorococcus (72).
Son administrados con fines profilácticos, solos o en asociación con
gentamícina, en pacientes alérgicos a penicilina sometidos a manipulaciones dentales,
del tracto respiratorio, y en intervenciones genitourinarias y gastrointestinales (72).
Han sido usados en la prevención de infecciones estafikcócicas en
pacientes sometidos a diálisis periódica, y asociados a otros antibióticos en el
tratamiento empírico de la fiebre de origen desconocido en pacientes netrtropónicos.
<98, 132, 237).
Teicoplariina es tan eficaz corno vancomicina siendo utilizables de forma
indistinta (138, 240>. Las primeras evaluaciones de teicoplanína revelaron un alto
porcentaje de fallos terapéuticos (81>, debidos probablemente a la administración de una
dosis baja <200 mg/día>; en la actualidad se recomiendan 400 mg/ día <72>. Se han
descrito fallos de teicoplanína en el tratamiento de sepsis por estafilococos resistentes
a la misma, que se han resuello favorablemente con vancomicína (27>. Teicoplanina
presenta ventajas sobre vancomícína, menor frecuencia de administración, menor
potencial nefrotóxico y ototóxíco <72>.
Los ensayos clínicos con daptomicina tuvieron que ser suspendidos al
producírse fallos en el tratamiento de pacientes con bacteriomia. En estudios
posteriores, se ha comprobado que la unión do daptomicina a albÚmina (84. 103> y la




Ramopísnina es escasamente tolerada, tras inyección eridovenosa o
intramuscular, sin embargo la administración tópka y oral fue bien tolerada; al no ser
absorbida por el tracto gastrointestinal podría ser usado para la eliminación de





1.3 RESISTENCIA A LOS ANTIBIOTICOS OLICOPEPTIDICOS
Las bacterias gram positivas, de interés clínico, han sido definidas
homogeneamente sensibles a vancomícina. Este concepto cambió tras la aparición en
1986 de Enterococcus y Stophytococcus resistentes a ghcopéptidos (142, 235,211).
Los primeros aislamientos, de Enterococcus resistentes a vancomicirla,
tuvieron lugar en 1986 en Inglaterra y Francia <142, 237>. La primera cepa aislada en
España fue obtenida en 1987 (108> y las primeras comunicaciones sobre cepas
vancomicína-resistentes con resistencia transferible se presentaron por nosotros en
1989 <190>. Los aislamientos han sido asociados al tratamiento empírico con
vancomícina de pacientes neutropénicos o inmunocomprometidos con sepais (98,156,
133, 142, 237), aunque en otras comunicaciones no se ha relacionado al tratamiento
con antibióticos glícopeptidicos <179, 216, 213, 238).
Han sido descritos varios brotes de inlecciones nosocomiales producidos
por enterococos resistentes a vancomicina (22, 25, 156, 133, 147>. Se ha postulado
que los animales de granja actuarían como reservorio de cepas resistentes, que llegarían
al hospital mediante la alimentación <17), aunque parece más probable que el sentido
sea el inverso ya que los glicopéptidos no so usan en veterinaria. La búsqueda de
portadores fecales de enterococos resistentes a vancomicina reveló que antro el 5 y
16% de los pacientes hospitalizados los posefan según las áreas y el 2% de pacientes
no ingresados (130>- En un brote por E. fecAm, de 1enotiopo yanG se comprobó que los
factores de riesgo para adquirir la cepa epklómica eran la proximidad a un paciente
infectado, recibir cuidados de la misma enfermera y la contaminación de superficies fue
mayor cuando los pacientes infectados padecían darrea <25>. En otro brote Ja cepa se
vehiculíió en un termómetro electrónico (147>
En 1981 Cherubin y cola. describen los pnrnero-s estafilococos coagulen
negativos resistentes a glícopdptidos (125>, posterkrmente se han descrito 8. aureus
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<27>. En 1994 se produce la aparición, extraordinariamente alarmante, de cepas deS.
auroas con resistencias meticílína y vancomicina en un haspital de Caracas (Venezuela>
(datos no publicados).
1.3.1 RESISTENCIA INTRíNSECA
Las bacterias grani positivas, habitualmente resistentes a los antibióticos
glícopeptidícos, pertenecen a los géneros Podiococcus. LactobociMus, Leuconostoc y
Erysspolothrix <68, 1 26>. La resistencia es constitutiva e intrínseca, no conociéndose con
exactitud su mecanismo (128>, aunque probablemente depende de la composición
refractaria a glicopéptidos del dipéptído terminal implicado en el entrecruzamiento del
peptídoglícano (122>. Recientemente, dos grupos diferentes han demostrado en
Louconostoc mosontemidos, Pediococcus pontosaceus y LactobadllIus casol que el
extremo de los precursores del peptidoglicano es --D--Ala--D-Lac, y que estos precursores
no se unen a vancomícina <21, 110). El laboratorio de Microbiología Clínica debe estar
preparado para identificar estos microorganismos (apartado 1.1.2) ya que pueden ser
confundidos con Streptococcus y Entorocoecus resistentes a vancomícina (68).
1.3.2 RESISTENCIA ADQUIRIDA EN NO ENTEROCOCOS
La resistencia adquirida ha sido hallada en cepas de los géneros
Srophy/ocaccus, Stroprococcus. Aerococcus y Enterococcus ~126). French y cola. en
una carta comunican el aislamiento de cepas resistentes a vancomicina de lo-a géneros
Oorsko vta, Corynobac<orñjm, Lee tococcus yArcarwb.torium que insólitamentehibridan
con una sonda venA (79).
Las cepas de Staphylooo-ocus resistentes a glicopéptidos no suelen
presentar resistencia cruzada entre vancomktna y teicoplantria, aunque algunas cepas
pueden poseerla. La resistencia a teicoplanina no es infrecuente en estafilococos
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coagulase negativos (Stophy/acoccus haen-wlytlcus y S. opJdoan~k> manteniéndose
sensibles a vancomicína (88. 151), incluso algunas de las cepas han respondido al
tratamiento con vancomicina <27>. Vn Wtro t La tescoplanina induce mutantes resistentes
con mayor frecuencia que vancomicína (251). 5 auretis resistentes a teicoplanina y
vancomicina son excepcionaJes (125>.
El mecanismo de resistencia a glicopéptidos en Steph~/OcOCCu*
permanece mal conocido, aunque se sabe que se expresa constitutivamente. Un estudio
de microscopia electrónica reveló que S. opídormidis resistente a vancomicina
presentaba paredes celulares considerablemente más gruesas que los estafilococos
sensibles y, en presencia del antibiótico, se producían cambios morfológicos, filamentos,
septos anormales, y pared celular doble (205). La actividad antibiótica desaparece
cuando se incuban los estafilococos con vancomicina o teicoplanina a concentraciones
subínhíbitorias. Aunque no se demostró modificación de los antibióticos, astas cepas
mostraron capacidad para secuestrar glícopéptidos. La teicoplanína fue secuestrada con
mayor eficiencia que vancomacina <206).
Estudios del contenido proteico de cepas resistentes a glicopéptídos
pusieron de manifiesto la aparición de grandes cantidades de proteínas de membrana
de peso aproximado de 33 o 39 kDa en 5. ourous y S. epkiermid¡s <191). Ha sido
posible obtener capas deS. aufeus resistentes a vancomicina, mediante pases sucesivos
con concentraciones subinhibitorias. En estas cepas resistentes se observe ¡a aparición
de una proteína citoplásmica de 39 Kda, engrosamiento de La pared celular, y cambios
en la morfología colonial, en la suscepUbilidad a bacteriófagos, en la detección del
antígeno capsular, y en la susceptibilidad a la lisostafina (52>.
También, han sido aisladas cepas deS. bovis. Streptococcusmorbfflorum.
Srropeococcus cromoris, y Aorococcus vlfldans resistentes a vancornicina, procedentes




1.3.3 FENOTIPOS DE RESISTENCIA EN EL GÉNERO Enterocoecus
Existen, al menos, cuatro fenotipos de resistencia a glicopéptidos en el
género Enterococcus (48>, definidos por el nivel de resistencia a vancomiCinEI y
teicoplanína, la expresión de la resistencia consttutiva o inducible, La capacidad de ser
transferida por conjugación, codificación plasmidtca o cromosómica. producción o no
de proteínas de membrana, y molécula que sustituye a la O-Ala terminai del UDP-NAc-
MUR-petapéptído: en la Tabla 1.4 se describen las caractertaticas de los fenotipos
VenA, VanE, VanE2, y VanO.
















>64 > 16 Sl 39 KO SI Sí D-lactato
Van B 1632 <0,5 Sl 39,6 KO SI NO O—lactato
Van B2 >64 <0,6 Sl - SI NO O—lactato
Van C 16-32 <0,5 NO - NO NO 0—seriria
Los fenotipos VenA y VanB se haLlaron, inicialmente, en cepas de E.
faecalis y E. faecium (48), posteriormente también se han descrito en cepas de las
especies E durons <102, 234>, E. av/vm (89, 198>, mientras que VanG sólo ha sido
hallado en E gafltnorun, y parece ser exclusivo e intrínseco de esta especie (144>-
Algunas cepas de E onsebhiavus y E. fiavescens presentan el mismo fenoti9o que E.
galllnarum, aunque no hibridan con el gen vonC <144>, posteriormente se he demostrado




1.3.4 RESISTENCIA DE FENOTIPO VenA
yanA ea el fenotipo que presenta mayor relevancia clínica, al estar
presente en la mayoría do las cepas de E. teocalis y E. faadun,, resistentes a
vancornícina. Al ser codificado por un transposón, que habátualme<fle está integrado en
plásmidos, puede diseminarse entre la pob&ackón de Entero’coccus sensibles. También
puede disamínarse entre cepas con resistencia de bajo nivel, como ha ocurrido en cepas
de E gaIIinan¡m y E cassoIifIavu-s aislados de las heces de un paciente tratado con
vancomicina por vía oral (fiS), y en un aislado clínico de E. avíurn con resistencia
constitutiva de bajo nivel a vancomicína y teicoptanina que tambitín poseía un plásmido
de alto peso molecular con el deterrnínate venA <198>. La mayoría de Las cepas son de
origen humano pero también han sido antadcxs E. baectum procedentes animales de
granja en el Reino Unido (17>, y E toecnrm y E. durena de aguas residuales en Alemania
(134), Reino Unido <17), y España <234>.
La resistencia es inducíble, y de alto nivel para vancomicina y teicoplanina
(48>. Recientemente han sido atajadas 18 cepas con rfltsteflcia de alto nivel a
vancomícina y sensibles a teicoplarbníh que hibridaban con una sonde venA (282>.
La agrupación de genn venA está constituida por tres genes
estructurales, dos genes reguladores, y dos genes innecesarios para la expresión de Fa
resistencia venY y variZ. Los genes estructurales son ntiA, vanfl y vanX. El producto
de venA es una proteína de membrana de aproximadamente 39 lCD del tipo de las D~Ala-
O-Ala ligasas, vanH codifka para una proteína de 35 KO relacionada con o-cetoácido
reductasas y vonX cod4f¡ca para una proteína de 202 aminoácidos con función
dípeptidasa (192>. Los gnes reguladores son yanA y vanS relacionados con los genes
reguladores de la subclase OmpA.
Arthur y cote, encontrarOn etilos extremos del congunto de genes venA,
del plásmido pIUlO, unas secuencias Uflp&fWtfl, invertidas, y repetidas, proponiendo
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que los genes de resistencia a vancomicina estén incluidos en un transposón, el
tn1546. Se determínó la secuencía de la zona comprendida entre el gen venA y la
secuencia de bases invertidas y repetidas, detectindose ¡a secuencio de dos Zonas ORE
ORFí tiene una homología del 56 y 42%, con las transposasas de Tn443Ode Bacillus
thuringionsis, y de InSude E taecelis, respectivamente. 0RP2 tiene una secuencia
que está relacionada con las resolvasas, Res del piásmido plP404, yla del TnSlZ. Dei
análisis, de las secuencias de CREí, ORF2, y Las terminales IR, concluyeron que Tn 1646
es un transposón, de 10.851 pb, estructuralmente relacionado con la familia del Tn3,
mientras que las proteínas OREl y ORF2 guardan mayor homología con proteínas de
gram positivos <12>.
El transposón es replícativo y conduce a la formación de cointegradas,
produciendo una duplicación de 5 pb en La diana. estas características son típicas de los
transposones de lo familia Tn3.
Mediante amplificación de ADN se pudo comprobar, que el Tn1546 o
elementos relacionados se encontraban en otros plásmidos con resistencia a
vancomícína, distintos del pIGlO, procedentes de diversos lugares del mundo (12).
Recientemente, Handwerger y cola, han comprobado la heterogeneidad de la agrupación
de genes venA en cinco cepas. Han observado diferencas en la organización por
adquisición de AON o por reordenación de algún gen. Tres de ellas albergaban, entre
vanS y venAl, un fragmento de ADN de 1,4 Kb relacionado con las secuencias de
inserción 151165v lSi 181 deL. mosenterokjes yS. áureos, respectivamente. Las dos
restantes tenían una nueva d~sposíción la región ORFí (111>
Los plásmidos que albergan el grupo de genes venA tienen un tamaño
entre 34 y 50 Kb <142, 238>. y son algunos de elios transferibles a cepas de
Eñterococcus por congugación. Las frecuencias de conjugación son del orden de 10.6 a
1& (transconjugantes / donantn>(1O8, 143). La alta frecuencia de conjugación (10.2)
<Ja algunos plásmidos se explica por responder a feromonas <108). Los pliamidos con
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resistencia a vancomicína pueden albergas o no, otros ganes de resistencia, habióndosO
asociado con resistencia a erítromícína, tetracichna, kansmicír>a, y/o es-treptorflicinfi <61,
108, 238>. En algunas cepas del fenotipo VenA rio se han detectado plásmidos, aunque
sí transferían la resistencia por conjugación (216, 218. 238).
La expresión de le resistencia es heteróloga, observándose diferentes
grados de resistencia según la especie. Así, es alto en E. (nc/orn. E. teocalis, L
rnonocywgonos, intermedio en 5- p~egones y 3. sanguis, y bajo en Struptococcus
¡sc tis (143>- La resistencia puede transíerírse por conjugación a otras especies entre las
que se incluyen: L. mancoytogones, 5. pyogonn. £ ¡scris, y 5. sanguis (143). La
agrupación de genes yanA ha sido transferida por transformación a S. sanguis, y 8.
thur¡ngionsis, expresándose la resistencia en grado alto y medio, respectivamente.
También, plásmidos con resistencia yanA han sido introducidos por transformación en
Sed/tus subti/is, S. aureus y Eseheflohia cok sensible a vancornícína, no expresdndose
la resistencia (26, 48>. Posteriormente Noble y cols. han comunicado la transferencia
y expresión de la resistencia a varicomicína, mediante conjugación en ausencia de AON
plasmídico desde un E teocalis a un 5, aureus, pero ésta no pudo transferirse de
estafilococo a estafilococo (177>. Las causas de la expresión heteróloga de la resistencia
son desconocidas, teniendo en cuenta que, muchos promotores de Entorococcus
funcionan en AscII/u: y E cok, y que La proteína yanA se expresa en niinicdlulas de E.
cotí De este modo, no parece que la expresión heteróloga dependa sólo de una falta de
transcripción de los genes, sino de factores relacionados con el transporte y/u
orientación en la membrana de alguna de las proteínas implicadas en la resistencia (28>.
El primer gen estudiado fue venA, oto-nado a partir del plásinido pIPO 16
de 34 Kb aislado de un E (nc/orn (28>. El producto de venA es una proteína dc 39-40
lCD (59>, localizada en la membrana crtoplésrn~ca <174, 216). Esta proteína es inducible
(143, 213), y la cantidad stntettzada está reLacionada con la concentración de




inductores en diferente grado no conociéndose la causa de la dist*nta capacidad
inductora <216).
La secuencía de aminoácidos, obtenida a partir del gen rariA, tiene una
hornologta del 36% con le secuencio de aminoácidos de la enzima D-Ala-~D-Ala ligasa
de Sa/mono/la y del 28% con D-Ala--D~Aki hgasa de E. co/Y. La enzima 0-Ala 0--Ala-ligasa
produce un dipéptido O-Ala-DAla, que será añadido a UOP-trtpéptido formándose el
UDP-pentapéptido (51>. La proteína VariA funciona como una O-Ala-~D -Ala-ligasa, como
se demostró en un ensayo de transeomplementación, realizado con una cepa de E, coil
portador de una mutación termosensíble (59). Tras la purificación se calcularon las
constantes cinéticas de VariA en su acción como O-Aiei-D-Ala-hga-sa. lo que demostró
una especificidad de substrato diferente a las O—Ala~D-Ala-hgasas de gram negativos.
yanA une con más eficacia una O Ala con O Met o D-Phe, que con otra O-Ala (29). Los
datos previos a lo secuenciactón del gen vanfl sugirieron que el enromo final del
peptídoglicano naciente seda -O-MaO-PM o -D-AI&D—Met, resultando un pentapéptido
con escasa o nula afinidad por vancomicina (29>.
venH codifica para una p¿’o’telna de 322 ea, descubÉrta en un fragmento
de 6,6 Kb necesario para la expresión de la resistencia a glicopóptidos al encontrar una
zona ORF posterior al gen yanA- Su secuencio guarda una hornologfa del 19-30% con
tres deshídrogenasas 2-hidroxicarboxúícas o o-cetoácido reduelasas (13>. Las
deshidrogenasas llevan a cabo la reacción:
VanIl
R-CO -CODII RIKIItOOH
NADPH.l1o HADIt.IU NADPo NA»
y
vankt puede utítuar como donante de protones NAE>P ó NAO aunque tiene
preferencia por el NADP. Posee mayor afimdad por substratos en loe que el radical Res
Ii
una cadena alífática corta, CH~ <twuntO> ó CN~CHg (2-cetobutirato), que por
substratos con cadena larga, al contrano que las otras deshidrogenasas homólogas. La
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reducción del piruveto a O-lactato, sin formación de L-tactato pone de manifiesto la
esteroespecifícidad del enzima (9).
Tras conocer la funcionahidad de VanH. se pottuló que el extremo cJe>
peptídoglicano naciente seria un o-hidroxi-ácido, en vez de los aminoácidos O-Met o O-
Phe. propuestos en principio. Bugg y cola. comprobaron que VariA era capaz de unir O-
Ala con los erhídroxiácidos: 2-hídroxíbutirato. 2-hidroxívalerato, ferid-lactato y lactato
<30>.
Con objeto de aclarar, que molécula seda la que se une a O-Ala, y el
sentido de la reacción catalizada por veaN; Arthur y cols. consiguieron un mutante
incapaz de sintetizar VanH, tras la insercién del gen de resistencia a kansmicina aphA- 1
en van/-I, el mutante resulté sensible a vancom*cina. La resistencia a vancomicina fue
restaurada al añadir al medio de cultivo OL-2-hidroxibutirato o DL-lactato, y no se
recuperé cuando se añadía 2-cato--butirato o 2-0--amínobutirato. Con ello quedaba
demostrado que un ahidroxiácido serio el producto final de la acción de VanH,
descartándose que el a-hidroxíácído fuera substrato de una transaminasa para la
producción de un nuevo aminoácido.
De tos dos o-hídroxiáctdos propuestos, El-lactato y 0—hidroxibutirato, el
O-lactato restablece la resistencia a concentraciones 5 que veces menores que el O-
hídroxibutírato, y dado que el píruvato es producto de la vía honiofermentativa de las
hexosas, Díactato debe ser él que se una a la 0-Ala (9>. La capacidad de unión de la
vanconlícina a péptidos cuyo extremo terminal es O-Ala- a-hsdroxiácído es prácticamente
nula (30>- En la Figura 1.4 se representa las vías activas en enterococos sensibles y
resistentes a glicopéptidos en la sintesá de la pared celular,
El análisis de los precursores cftoplasmiticosdel peptídoglicano. mediante
HPLC, revelé que en células inducidas hay una d~srn.riuci6n considerable de O-Ala-O-Ala,
un incremento de UDP-NAC-Mur-trlpéptído, y aparece una nueva sustancia que esta
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unida a UDP-NAc-Murtmíco <20). Este precursor fue aislado e identificado por
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Figure 1.4. Representación esquemática de La síntesis del peptidoglicano en
enterococos sensibles y resistentes a glicopóptídos.
1 54>. El precursor UOP-NAc-Mur-L-Ala-O-G-lu-.L-Lys-D-AJ-aDdactato se une e las PBPs
mediante acilación y con salida del O-lactato para tener lugar las reacciones de
transpeptidación o carboxipeptídación. la unión de dep>siptptidos a las PBP fue
comprobada por Ramuasen y Strominger al aislar carboxipeptidasas sensibles a
penicilina (7>.
Vn vitm<4, Bugg y cots. demostraron que el completo -D-Ala-D-a-
hídroxiácido era ligado al UDP-NAc-MUA--triptptído con el enzima adicionador de O-Ala-





extractos crudos de E. faecium fueron capaces de formar NAc-MUR-pentapóptido a
partir de NAc—MUR-tripdptido y O-Ala -O-fha o O-.Ala-D--Mei. No perece necesaria un
enzima especifico para unir el producto DALa-~D-ii—hiOroxíácsdo a UOP-M-UR-NAc
tripáptido <30>.
El gen vanX es imprescindible para la expresión de la resistencia. Es una
proteína de 202 aa que no presenta homología con otras proteínas. Su función
dípeptídasa se ha esclarecía recientemente (192), Inícialmente se postuló que debía
actuar en un paso posterior a la formación del NAc-MUR-tetrap¿ptido-D-lactato (10>.
Reynolds y cols, han demostrado que Van X hidroliza el dípóptido D-Ala-D-AIa, pero no
es capaz de hidrolizar los precursores de( peptidoglicano: UOP-NAc-MUR-
pentadepsíptptído, UDP-NAc-MUR•pentapdptido y O-Ala-O-lactato. Con la hidrólisis del
díptptido O-Ala-O-Ala sintetizado por la D-.alanil-O-alanil hgasa cromosómica se impide
la formación de UDP-NAc,MUIVpentepéptido que es susceptible de la unión con
vancomicina (192).
El 8lstema se encuentra regulado a nivel transcnpcíonal por los genes
vans y venA. VanS es una proteína de 43 Kd relacionada con proteínas histidin-
quinasas. en particular su dominio citoptásrmco. VenA es una proteína de 27 Kd
relacionada con las proteínas reguladoras de la subclase OmpA (10>; estas proteínas se
activan mediante fosforilación por parte de las proteínas histidin--quinasas, e inducen la
transcripción de genes cuyos promotores son reconocidos por la I~NA pol-imerasa <227).
El ststema regulador vtsnS venA en presencia de vancormoina promueve
una activación de la transcripción de los ge-nos venH. venA y vunx, los cuales se
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encuentran en ase orden en La agrupación de genes venA. vanH y venA comparten 5
pares de bases y vanX dista 8 pares de bases de variA. lo que sugiere que los tres
genes se cotranscríben tras la activación de un promotor sttuado entre vanH y vans,
encontrado por Arthur y cola. (10>, Recientemente ha sido demostrada La unión selectiva
de la proteína yanA fosforilada al fragmento de AON que contiene el pronvotor, y su
función como activador transcripcional de los genes <119 ,249>.
venA es imprescindible para la transcripción de los genes estructurales
(10, 105>. La inactivación de vanS mantiene la reststencie a vancomicina, aunque
reduce la expresión del gen cat cuando este se encuentra donado tras el gen vanX,
sugiriendo que VanA puede ser activado por otras proteínas histid n—prote~n-quinasas,
además de la fosforilación específica de VeaS (10>. Wright y cola, construyeron una
proteína de fusión a partir de VanS y la proteína fijadora de maltosa comprobando, con
proteínas purificadas, la autofosforilación de la proteína de fusión, y la transferencia del
grupo fosfato al asp¿rtico de yanA por VeaS (263>.
El inhibidor de la reacción de tranagliconlación moenomidirba induce la
producción de una proteína de 39 kba (yanA) (1061. La señal que reconoce VanS podría
estar relacionada con la inhibición de la transglicosdación; ya sea ésta u otra señal
producida por vanconuícina al unirse a su diana. activa a Var~S induciendo la
transcripción de la agrupación de genes venA. Un sátema inducible de regulación tiene
como ventaja que, en ausencia de varicomicina, Las células crecen a velocidad normal
y presentan una susceptib4idad normal a Llactámicos mientras que, cuando tienen el
complejo yanA activado, crecen a menor velocidad y son más susceptibles a (3-




mismo centro hospitalario, que expresaban la resistencia de forma const*tutlva y en ros
cuales no se observó sinergia entre vancomiciria y B—lactómicos (95).
Para evitar la producción de NAc-Mur—pervtapéptsdo sensible a [a acción
de vancomicína se postuló que el sistema reprimirla La expresión D-Ata-D-Ala-ligasa
cromosómica de E. faec¡um <30), posteriormente se ha demc~strado que se evita la
síntesis del pentapéptído mediante la htdróh-ais de la D-Ala-0-AIa (192>.
Se detectó una actividad DD~carboidpeptldasa en las cepas inducidas (2,
69>, que no era necesaria para La expresión de le resistencia. Recientemente Wright y
cola, han demostrado que la proteína Van’? tiene. especrficamente. actividad DD-
carboxipeptídasa y OD-carboxiesterasa, siendo capaz cte liberar O-Ala o O-lactato del
UOP-NAc-Mur-L-AlaD-Glu-mOAP-D -ALA-/-D-Ala ó-D-~Lactato; pe~rono muestra actividad
transpeptídasa. El producto del gen venY es [a proteína VanY, de 34,8 Kda, se
encuentra asociada a membrana y regulada por el sistema vanfl-vanS <264). La
secuencía de vanY no este reLacionada con la-a carboxípeptidasas conocidas; se
diferencian, además, por no inhibirse con l&-lactárnicos. ni actuar como PBP, y tampoco
posee actividad (3-lactamasa, descartándose así, que el aumento de la sensibilidad a los
Blactámicos sea consecuencia de su expresión (9. 11, 284>. El grado de resistencia a
vancomicina ha sido correlacionado con la cantidad de actividad carboxÉpeptidasa, que
contribuiría eliminando restos DAla que hubiesen entrado a formar parte de los
precursores del peptidoglicano (100>. Arthur y cola, han demostrado que VanY
disminuye la concentración de UDP.NAc-Mur-tripáptido -O-Ala—O-Ala mediante la












Zarlenga y cola, han publicado que la adición al medio de cuNivo de
aminoácidos a concentraciones elevadas (0.2 M) conduce a una dieminución de la CMI
a vancomicina de los Entorococcus de los fenotipos Van A y Van a. sugiriendo que esta
<>4+ disminución es producto de un mecanismo específico, extremo que no ha sido
II]
demostrado (267>.
El gen vanZ no es necesario para La expresión de la resistencia, su
4
secuencia no está relacionada con otras conocidas. desconociéndose le función que
<U
- pueda desempeñar <12).
En cuanta al orIgen de los genes venA se conoce que el gen veM no
hfbrída con el AON de Amycoletopus oríentefis y ActlnopMnes wichornycethicus1>
productores de vancomícína y teicoplanína respectivamente, ni con bacterias que tienen
resistencia intrínseca a glicopóptídos <61>, y por lo tanto no se dispone de datos para
¿3 establecer una hipótesis. La relación G + C de lo-a nueve genes codificados por el
U> Tn 1645 es variada, así es del 41-46% para Los genes implicados en te resistencia (vanS,
venA. venAl, venA, y venX>; ea similar a la relación del ADN de E teecefl y E. (eec/vm
<38-39%> en los genes ORFí (37%> y ORF2 <34%I; por último ven>’ y yonZ tienen una
¡ relación del 34% y 29%, respectivamente, sugirióndose que cada grupo genes tenga




1.3.5 RESISTENCIA DE FENOTIPO VanB
Los Enterococcus del fenotipo Van B son moderadamente resistentes a
vancomícina (CMI 1 6-32), y sensibles a teicoplanina (CMI sO.5) (268). No obstante la
CMI de teicoplanina de cepas preinducídas con varicomicina se incrementa a 16 pg/ml
<3>. El distinto grado de susceptibilidad frente a 20 glicopéptidos <incluidos vancomicina
y teicoplanína) no se pudo correlacionar con el peso molecular, carga, y/o hidrofobicidad
(214). Vn vitro” se obtienen con facilidad mutantn con CMI =256 pg/ml para
vancomicina <3, 268>. Ouintiiiani y cola, han publicado la existencia de cepas de
Enterococcus de fenotipo VanB con CMI comprendidas entre 4 y 1024 pglml para
vancomícina, sensibles a teicoplanina, e hibridan con un fragmento de 820 pb del gen
vanft <187). Las cepas con mayor grado de resistencia a vancomicina es posible
pertenezcan al genotipo VanB2, o bien sean un grupo heterogéneo de genes vanO con
diversas mutaciones puntuales, lo que originaría la diversidad en el nivel de resistencia
a vancomicina. Le diferenciación entre fenotipos yanA y VanB es cada vez más
compleja, tanto por la aparición de cepas VanB con CMI de varicomícina =84 ¡sg/mí,
como por el aislamiento de cepas resistentes a teicoplanina (115).
-r
La resistencia es inducible por vancomicirla, apareciendo una protefna dc >32
membrana de 39,6 KO, que ha sido asociada con perdida de la capactdad autolitica.
anormalidades en la división celular, incremento en la susceptibilidad a pentcilina de las
células inducidas <215), y coinducción de un-a actividad OD-carboxipeptidfla residente











Fraimow y cols. han comunicado el aislamiento de la primera bacteria que
necesita antibióticos para crecer, un E. Meca/ls de genotipo VanB que requiere
vancomicina para su crecimiento <77). Recientemente, se ha publicado el aislamiento
de un mutante de una cepa de E. avium con resistencia yanA que tambien es
dependiente de glicopéptidos (198>.
La proteína VanB no esta relacionada inmunológicamente con VenA (3>.
inicialmente se propuso la unión de la proteína de 39,5 KDai pentapéptido terminal del
peptidoglicano naciente, y posterior modificación enzimática (2>. Esta hipótesis no ha
sido demostrada suficientemente, y será necesaria la reínterpretación de los ensayos
que llevaron a esas conclusiones, ya que el gen vanO ha sido secuenciado, la secuencia
de aminoácidos tiene una identidad del 77% con venA, y también guarda cierta
homología con vanC y ddl, habiéndose propuesto que sea como venA una D-Ala-D
lactato ligasa (66, 65).
El análisis de los precursores del peptidoglicano, mediante 1-IPLC, revela
una disminución del dipéptido O-Ala-O-Ala y un incremento de UDP-NAc,Mur-tripéptido
en células inducidas frente alas no inducidas, así coma la aparición de dos nuevos picos
de naturaleza desconocida, el primero rie ellos tiene el mismo tiempo de elución que el
pico único originado en células inducidas de fenotipo VariA (20>, pre-sumiblemente UDP-
NAc-Mur-tetrapéptido-D-lactato, que posteriormente fue confirmado por otros autores
(21, 109, 164), sugiriendo que dos proteínas diferentes podrían originar un mismo
producto. VanB ha sido purificada, las constantes cinéticas obtenidas han puesto de
manifiesto que une O—Ala a d.hidroxiácidos aumlue la eficacia catalítica es de 5 a 35














debido a la presencia del precursor normal y el terminado en Díactato resistente a la
acción de vancomicina (156).
La sinergia observada entre vancomicina y penicilina en cepas de fenotipo
VanB resistentes a penicilina puede ser consecuencia de que en células expuestas a
vancomicina la PSP 1 hace las funciones de la PSP 6 (responsable de la resistencia a 1&-
-lactámicos>, debido a que Ja PSP 6 no seria capaz de utilizar el precursor modificado
-pero ella PEPí (1>.
El gen o genes implicados en la resistencia han sido transferidos por
conjugación (25, 1871, aunque inicialmente no se consiguió transferirlos (258>. El
análisis de los transconjugantes obtenidos ha puesto de manifiesto que la transferencia
del determinante vanB esta asociado con el movimiento de grandes fragmentos de ADN,
entre 90 y 160 kb, de cromosoma a cromosoma (188>. No se ha asociado a la presencia
de plásmidos <7, 187, 258>. El gen venA no hIbride con ADN de cepas de fenotipo Van
6(61>.
El fenotipo VanB2 se caracteriza por presentar resistencia de alto nivel a
vancomicina <=64pg/ml) y permanecer sensibles a teicoplanina (SO,5 pglml>. La
resistencia es transferible por conjugación, ysu presencia no oste asociada a plésmidos.
El gen vanfi2 es similar al gen vanO diferenciándose tan solo en un 3,6% de su
secuencia de ADN. La secuencia de aminoácidos guarda una homologra del 77% con
VenA y del 36% con VanC (86), el mecanismo de resistencia será semejante Sí de los




1.3.6 RESISTENCIA DE FENOTIPO VanC
«<U
El fenotipo VanC presenta moderada resistencia a vancornicina, y sensibilidad
a teicopianina y otros glicopéptidos. La expresión de la resistencia es constitutiva (2431.
El gen vanC- 1 híbrida con el ADN de todos los E. gaII/naru¡n probados, no hibrida con
el gen yanA, ni con ADN de bacterias con resistencia intrínseca a vancomicina,
Leuconostoc, Pediococcus, y Lactobacitius 4144>. La secuencía obtenida por Dutka-•
Malen y cols. (60) tiene una homología del 29 y 38% con los genes venA y dci de E.
<U
co/¿ respectivamente, lo que sugiere que actúe como una D-Ala~O.Alanil ligasa con 2
afinidad de substrato modificada, de forma semejante a yanA. Cuando se inactiva vanC-
1 mediante inserción la cepa se convierte en susceptible (60), consecuencia probable 4>
Y
de la acción de una D-Ala-D-Ala ligasa normal (193). En un ensayo de 24>
transcompiementación no se restableció la resistencia al donar el gen venA, y por tanto ->>2
-4-
los productos de yanA y VanC deben ser diferentes. Reynolds y cola, han comunicado >4>3
que vanC-1 lleva a cabo la síntesis de D-Ala-D-Ser <193>. BiItot-Klein y cola. han
4-4-4
>3411
analizado mediante HPLC la composición de los precursores del peptidogUcano -y han
>341,
hallado dos precursores el normal, UDPNAc.Mur-tnpMYtldc»DAIa-DAIS, y UDP-NAc- 14
Mur.tripéptido-D-Ala-D-Ser que podría tener disminuida la afinidad por ghcopéptidos 1
(21). Postulando que la resistencia de E. gafl¡nemm a vancomícina es de bajo nivel >42
debido a la presencia de ambos precursores 421), Vincent y cols. propusieron
inícialmente que, la resistencia a vancomicina. es debida a la acción carboxípeptidasa
de la PBP 6, baséndose en que encuentran en la membrana de E. g.fIinen¡m una
actividad carboxipeptidasa y en que la resistencia a vancomicina fue inhibida por LL- 441
4>4:4-
lactámicos a concentraciones que saturaban la PSP 6 (243>. Estos datos son difíciles 4>






precursores del peptidoglicano. La actividad carboxipeptidasa actuara eliminando el rosto 4O.Ala terminal del precursor normal del peptidoglicano sensible a vancomicina <193>. iii-
4>4441
La mayoría de las cepas de E casselif/avus y Enterococcus 1/a vescens
poseen resistencia a vancomicina de fenotipo VanO. Navarro y Courvalin han
>3
demostrado que en ambas especies existen genes relacionados con vanC-1, los han
denominado vanC-2 y vanC-3 respectivamente. Postulando que el mecanismo de
<U









La resistencia de bacterias gram negativas, a este grupo de antibióticos. 7
4
es debida a que, dado el tamaño de la vancomicina, no puede atravesar la membrana t
externa. Shlaes y cois. han responsabilizado al lipopolisacárido de la exclusión de los >2
glicopéptidos de su diana; tras el aislamiento de mutantes de E cvii sensibles a
41
vancomicina, observando únicamente alteraciones del lipopolísacérido <21 8>,
la biosíntesis de lípido A que era 32 veces más susceptible a vancomicina que la cepaposteriormente se corrobord esta hipótesi cuando se describió una cepa con déficit en <U
original <245>. Otro dato que confirma la implicación del lipopolisacárido en la resistencia <>3
4+44
«U
es el incremento de la sensibilidad a vancomicana que tiene lugar al adicionar EDTA
(129>, este actúa quelando iones Mg ~, que neutralizan la repulsión electrostática entre































Las estirpes bacterianas resistentes a vancomicina se describen en la
Tabla 2.1, proceden todas de pacientes diferentes. En la Tabla 2.2 se detallan las
estirpes de origen distinto del clínico.
Tabla 2.1 Estirpes
aislamientos clínicos.
bacterianas resistentes a vancomicina procedentes de
ESPECIE ESTIRPE HOSPITAL MUESTRA AÑO REFERENCIA
—-----------———--- —--------
E (aocium RYC37BO9 Ramón y Cajal Herida 1988
E. (oeca/ls RYC44749 Ramón y Cajal Herida 1988
E. (oeca/ls PE282 Príncipes de España Catéter 1988
E (oeca/ls PE436 Príncipes de España Orina 1988
E. (oeca/ls PE477 Príncipes de España Absceso 1988
E. (oeca/ls PE4S 1 Príncipes de España - 1988
E. Inca/ls MT77628 Mutua de Tarrasa Sangre 1988 <179>
E. Inca/ls MT77693 Mutua de Tarrasa Sangre 1989 <179>
E. ovium S0N144 Son Dureta . 1989
Tabla 2.2 Estirpes bacterianas de origen distinto del clínico.
ESPECIE CEPA ORIGEN DESCRIPCION
E. (oeca/ls JH2-2 OB. Clewell <1241 Rif’; Pus’: sin pl-ismído-s
E. (oeca/ls OG1X(pAM714> D.B. Clewe-U (123> St?; Erm’; responde a cADi
E. (oeca/Ls OG1X(pAM351) DE. Clewell (266> St?; Tet; responde a cPDl
E. (oeca/ls FA2-2(pAM373) 0.6. Clewell (41) Rif’; Pus’; responde a cAMSl3
E. Inca/ls V583 D. Sahm (202) Van’ de fenotipo Vane
E (oeca/ls JVR~1 este trabajo transoiwoants JH2-2/~tYC375O9
E. Inca/ls JVR~2 este trabajo tramane.uante .M2-VFYC44749
E ,‘oeco/is JVR-3 este trabajo transcofwgSYtt J142-21Pt282
E- (oeca/ls .JVR-4 este trabajo trw~scMlÍugante >t2-21P14fl
E. foeca/is JVR-6 este trabajo uanscon~se.ante 4H2-2APt477
E (oeca/ls UVA-O este trabajo uaanonp~nS 4*12 2/Pt4Sl
E (oeca/ls UVAl este trabajo íramcMwis~fl 3142-2 MTflO2B
















Además, se aportan datos de sensibrlidad di 3.333 cepos de
Enterococcus aisladas en el Hospital Ramón y Cajal procedentes de muestras clínicas.
2.2.1 IDENTIFICACION
Las pruebas realizadas para la identificación de las cepas resistentes a
U»
vancomicina fueron: tinción de gram, catalasa. aglutinación con arTtbsuero O de U><U
Lancefield (Oxoid>, bilis/esculina (Oifco), crecimiento en NaCí al 6,5%, y la galería API
20 STREP (Biomerieux>. La galería API 20 STREP incluye las pruebes: Voge#-frosskauer,
hidrólisis del hipurato, esculina, y PYR; presencia de o-galactosidesa, B-~gtucoeonidaaa.
l~-gaiactosidasa, fosfatasa alcalina, leucin arilamidasa, y arginin hidrolais; fermentación 1





El resto de las cepas de Entorococcus fueron identificad-as a nivel de
género con las pruebas: catalasa, bilis/esculina (Difco>, y crecimiento en NaCí al 6.5%.
2.2.2 PRODUCCION DE HEMOUSIS Y BACTERIOCINAS j
La capacidad de hemolizar sangre de caballo y carnero se estudió en agar
EHI (Difco> con 5% de sangre. La producción de bacteriocinas se determinó frente a la -~
44
cepa E. Meca/ls JH2-2 en agar BHI. En ambos ensayos se utilizó la estirpe
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2.3 SENSIBILIDAD A LOS ANTIMICROBIANOS
2.3.1 ANTIMICROBIANOS
Para la determinación de la sensibilidad, de las copas de EnteNcoccus
aisladas en el Hospital Ramón y Cajal, se utilizaron los pane4es 1$ d 3$ del sistema
semiautomático Pasco <Difco>. Los paneles poseen diluciones seriadas de los antIbióticos
siguientes (entre paréntesis figura el rango de concentraciones en pg/ml>: ampicílína
(0,1 2-8hampiciiina/sulbactam (4/2.1 6t8>,cefalotina (1 6).cefamandol <8-16>, cefazolina
(2-16>, cefoxitina (2-16>, cefuroxima (2-1 6). ciprofloxacina <O,26~2). clindamicina (1 -4>,
cloranfenicol (8-1 6). cotrimoxazol (2/38-8/1 52>. eritromícína (0,5~4). estreptomicina
(2000>. fosfomicina <16-128). gentamicina (0,6-8>, nalidíxíco (18>, norfloxacina (16>.
nitrofurantoina <64), oxacilina <0,25-6), penicilina <0.1 2-8), rifampicina (0,5-23, >4-
A.
sulfisoxazol (256), tetraciclina (4-8>, tobramicina (0,6~8), vancomicina (1-18>.
La sensibilidad a los antimicrobianos de las cepas resistentes a
~/
vancomicina se determinó con los paneles iS del sistema PASCO y microdilución en
caldo Muelier-Hinton. Los antibióticos probados por microdilución fueron los siguientes
(en paréntesis rango en pg/ml): daptomicina ( Eh Lilly) (1-258), imipenem (Merck Sharp
->4>
Dhome> (0,25-32), meropenem (lciHl-32>, piperacílíria (Lederle> <4-64), teicoplariina >444-?
4-
<Merrelí Dow> <4-512), y vancomicina <Eh Lilly> (16~2O48>.
2.3.2 CONCENTRACIONES MíNIMAS INHIBITORIAS
Las CMI se determinaron siguiendo las irx-strucdone5 del fabricante con
el sistema semiautomático PASCO. La interpretación se realizó stgu4efldO lc.s criterios
del NCCLS (169>, excepto para fosfomicina, que no figura, consideramos sensible s32 Ji
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Para la determinación de la CMI, mediante microdilución en pleca
microtiter, se utilizó caldo Mueller-Hinton (Dif col. Se inocularon lo-u pocillos con une >341,
suspensión bacteriana crecida en caldo Mueller-Hinton, con concentración final de iO>’ $
UFO/mí <167). Tras 18 horas de incubación a 37 C, se practkó la lectura de la CMI.
La sensibilidad de daptomícina se realizó en caldo Mueller-Ninton suplemenlado con
Ca~ 25 mg/l y MW2 12,6 mg/l (127>. En todos los ensayos se utilizó como control la 11
cepa E. Meca/ls ATCC 29212. 041
2.3.3 ISOBOLOGRAMA
Se estudió el posible antagonismo entre Osicloserína y vancomicina. pera
ello se realizaron isobologramas, mediante microdilución en caldo Mueller-Hinton. de
la 0-cicloserina asociada a vancomicina. El rango de concentraciones ensayado fue para
ambos antibióticos de 8 y 512 pg/ml. Se consideró antagónico cuando el Indice FíO
resultó =2 <1371.
2.4 CURVAS DE CRECIMIENTO
Para conocer la inducibilidad de 1-a resistencia a vancomicina se
determinaron las curvas de crecimiento de las cepa con y sin vancomicsna <SOpg/ml),
partiendo de preinóculos crecidos durante la noche en presencia y auseflcw del antibió-
tico. Se realizaron en frascos enlermeyer con un tubo lateral, el cual se introdujo en el
espectrofotometro Spectronic 20, para determinar la 110. a 860 nm. Las medidas dc la
DO se efectuaron cada 30 minutos, durante un Intervalo de 11 horas.
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2.6 ANALISIS DE PROTEíNAS
2.5.1 PREPARACION DE EXTRACTOS PROTEíNAS TOTALES
Se partió de un preinóculo crecido durante la noche en OHI, se inoculé en
proporción 1/10 en 200 mIde EHI con y sin vancomicina <iOOpgfmfl. Se incubó a 370
O, con agitación hasta una DO de 0,6 a 660 nm.
Las células se recogieron por centrifugación. se lavaron en tampón fosfato
1 OmM pH 7, resuspendiéndose en un volumen final de 5 mIde tampón fosfato 10 mM
pH 7, se incubó durante 30 minutos a temperatura ambiente con 10 mg/ml de lisozima
(Sigma), a continuación las muestras fueron sonicadas durante 16 minutos, con un
sonicador Ultrasonic W-380, manteniéndose en todo momento las muestras a O~ C.
Una vez sonicadas, se retiraron los restos celulares por centrifugación a
4.000 rpm durante 5 minutos. La concentracÁón de proteínas se determiné con OCA
Protein Assay de PIERCE, y ajustada a 60 pg/pf.
2.5.2 EXTRACCION DE PROTEíNAS DE MEMBRANA
A partir de los extractos de proteínas totales preparados como en el
apartado 2.5.1, las proteínas de membrana fueron purificadas por ultracenttifugatión
a 105.000 xg, durante una hora a 4 C. El sedimento resultante se restispendid en
tampón fosfato lOmM, pH 7. Se lavé centrifugando de nuevo en las mismas
condiciones. Después de resuspender en 1 ml de tampón fo-stato 10 mM. pH 7, se
determinó la concentración de proteínas, y se repartió en lkuotfi-5 que conservaron a






2.5.3 ANALISIS DE PROTEíNAS EN GELES DE POLIACRiLAMIDA
Se han utilizado las cubetas Mini Protean II y Protean II de Blo Red para
geles verticales de poliacrilamida desnaturalizante. Los geles constan de dom parte-a, un
gel superior de concentración de acrilamida constante y un gel inferior separador con
concentraciones de acrilamida variables según el tamaño de las pro:efn-as a analizar
<140>.
--4
El gel inferior se preparó en un volumen total de 10 ml mezclando: 2,6 ml
de Tris.HCi 1,5M, pH 8,8, x ml de acrilamida/bisacrilamida 30% <x depende de la
concentración final deseada), 0,1 mIde SDS al 10%, y (7,4~x> mIde agua. La soluc¡ón
se desgased a vacio y se añadieron 60 pl de persutfato aménico al 10% y 10 pI de
TEMED.
0<
El gel superior se añadió sobre el gel inferior cuando este polimerizó, se
preparó mezclando en un volumen final de 10 mí: 2,5 mIde Trts.HcI 0,SM, pH 6,8, 1,3
mide acrilamida/ bisacrilamida 30%, 6,1 ml de agua. 0,1 inI de SOS 10%. SOpE de
persul! ato amónico 10%, y i0pí de TEMED.
<U
¡4-Se añadió tampón de muestras (x2> (para lOmí se mezclan: 1.25 mIde
Tris.HCI 0,5M, pH 6,8, 2 ml de Sos 10%, 2 ml de glicerol 50%, 0.5 ml de B-
<2
mercaptoetanol, 0,01 g de azul de bwmofenoli e los extractos prote6cos. y la
electroforesis se llevó a cabo en tampón Tris 26 mM, glicina 0,182 M, SOS 0,1%. El
gel se corrió a 40 mA hasta que el frente de colorante llegó al final del gel.
La tinción de proteínas se llevó a cabo sumergiendo los ge~ea de
4>4+
24~
acrilamida durante una hora en una solución conteniendo azul de coomesie al 0.26%.
ácido acético 10% y metanol 30%. Posterlorninte, el exceso de colorante sc ebrnlnó
por sucesivos lavados con una mezcla de ácido acético al 10% y etanol al 7.5%. Los





El densitómetro EC 910 Transmisalon Densitorneter equipado con un EC
934 Densitometrio Software (E-C-Apparatus Corporation, Florida USA>, se utilizó para
la comparación de las bandas existentes en cepas crecidas con y sin antibiótico en los
geles de proteínas.
Los pesos moleculares de las proteínas se calcularon mediante
extrapolación a una recta obtenida a partir de las distancias recorridas por el patrón de
pesos moleculares SDS-6H de Sigma.
2.5.4 TRANSFERENCiA DE LAS PROTEíNAS A LA MEMBRANA IMMOBILON
PVDF
ji
La transferencia de las proteínas desde los geles de acrilamida a la
membrana immobilon PVDF (Millipore> se efectué siguiendo el protocolo proporcionado
por Bio Rad con el sistema de cubeta para transferencia de proteínas (Mini Trans-blot
44
electrophoretic Transfer ceil Bio Rad). La transferencia se realizó refrigerada, en tampón
de transferencia <glicina 0,192M, Triso,025M, ymetanol 15%,disueltos en agua, pH
8,3) a 100V y 250 mA durante 1 hora.
1
>4-42
2.5.5 PREPARACION DE ANTISUERO ANTI PROTEíNAS RELACIONADAS CON
LA RESISTENCIA
Se inmunizaron 4 conejos siguiendo el protocolo de Vaitukaitis (239> con
una mezcla homogénea, que contenía 0,5 ml de adyuvante completo de Freund (Difco>, r~j
y 1 mi da extracto de membranas de la cepa UVR-2 crecida con 50 pg/ml de <U
-1
vancomicina, preparadas como se indica en 2.5.2, con una concentración de 2,1 mg/ml
de proteínas. A la sexta semana les fue inoculada una nueva dosis. La producción de










128, y 148 se extrajo sangre de la vena marginal de la oreja del conejo. Se mezclé el
suero obtenido de las diferentes sangrras, y se congelé en alícuotas de 8 ml a -70 ~
Con objeto de purificar el antisuero obtenido, este se absorbió con
extractos sonicados de un cultivo de 250 ml crecido durante la noche en ausencia de
vancomicina de la cepa JVR-2. Se mantuvo el suero en agitación con los extractos
durante una hora a temperatura ambiente, y posteriormente se centrifugó a 16.000 rpm
durante 30 minutos a 4 0C, este proceso se repitió cuatro veces. El antisuero
parcialmente purificado se denominó anti-39KDa, y reconoce, fundamentalmente, una
banda de peso molecular de aproximadamente 39 KO presente en las cepas inducidas
y ausente en las cepas no inducidas.
2.5.6 DETECCION DE PROTEíNAS CON ANTISUERO ANTI-39KDB
La membrana lmmobilon PVDF se humedeció con metanol, como agente
bloqueante se utilizó leche de vaca descremada en polvo al 8,8 % en TBS (Tris 0,01 M,
NaCí 0,16 M, pH 7,4), a 37 0 C durante una hora, o a 4 0C durante la noche. El
antisuero anti-39KDa se añadió a una concentración final 1:200. Se mantuvo en
.4—1
agitación durante 90 minutos a temperatura ambiente, transcurrido ase tiempo se lavé
4 veces con solución salina y Tween 20 al 0,5%, y una vez con solución salina. El
conjugado utilizado, fue anticuerpo antiglobulina de conejo producida en cabra marcada
con fosfatasa alcalina (Bio Rad), diluido en leche descremada en polvo al 8,8% a
concentración final 1:2.000, se incubé a temperatura ambiente durante una hora con
agitación. Se lavé con solución salina/Tween 20 como en el ciclo de lavado anterior.
Para revelar se añadió el substrato de la fosfatasa alcalina; para preparar 10,2 ml se
toman 10 ml de tampón carbonato (8,4 g NaHCO
3, 0,2 g 6,H20.MgCI2, H20 c.s.p.
1.000 mi ajustando el pH a 9,8 con NaOH), 100 pl de solución de NBT (30 mg NBT en
0,7 mIde dimetilformamida y 0,3 mIde agua), y >00 pl de solución BiCP <15 mg de
BICP en 1 ml de dimetilformamida>. La reacción se detiene lavando con solución salina.
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2.6.7 ANALISIS DE PBP
El análisis de las PBP se realizó con extractos de proteínas de membrana
preparadas como se indica en 2.6.2, con concentración final de proteínas E mg/ml. Se
incubarán alícuotas de SOpí con [535] penicilina (2,2 Ci/mmol> <Dupont, NEN research
Products> a una concentración final de E pg/ml, durante 15 minutos a 37%, la reacción
se detuvo por adición de penicilina a concentración final 1 mg/ml (224, 242). Los geles
de poliacrilamida con las PBP marcadas fueron fijados durante una hora con ácido
acético 10%, metano! 30%, y glicerol 3%, el acético se eliminé con dos lavados
sucesivos con metanol 30% y glicerol 3%. Posteriormente e! gel se mantuvo una hora
en salicilato Ma 1M, metanol 30%, y glicerol 3%. Tras el secado se expusieron frente
a una película Kodak X. Omat XSE durante 10 días a -70W (224, 242>.
2.6 TRANSFERENCIA DE LA RESISTENCIA
2.6.1 ENSAYOS DE CONJUGACION
Los ensayos de conjugación en filtro se realizaron siguiendo el protocolo
descrito por Pérez-Diaz y cols (181), las conjugaciones en caldo SMI se efectuaron
durante cuatro horas, en ambos casos la relación donante: receptor fue 1:10. La
frecuencia de conjugación se expreso como el ndmero UFC de transconjugantes
resultantes por UFC de donantes, se calculé practicando diluciones seriadas a 1:10 y
plaqueando estas sobre placas con antibióticos. Los antimicrobianos utilizados en la
selección de tranaconjugantes fueron: vancomicina (60 pgfml>, tetraciclina (10 pg/mi>,
eritromicina (10 pg/mI), y rifampicina <75 pg/ml).
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2.6.2 RESPUESTA A FEROMONAS
Los ensayos para verificar la respuesta a feromonas se efectuaron según
el método descrito por Dunny y cols (67>. Las cepas de E. teocalis resistentes a
vancomicina se pusieron en contacto con filtrados de las cepas: JH2-2 <tratados y sin
tratar con pronasa (Sigma)), OG1X(pAM714), OG1X(pAM3B1>, y FA2-2 <pAMS73>,
observándose la producción o no de acúmulos, también se añadió sobre los acúmulos
EDTA 60 mM para comprobar si se disgregaban <265).
2.7 OBTENCION DE ADN
2.7.1. LISiS PARA ADN TOTAL
La extracción del ADN total se llevó a cabo con el método publicado por
Poyart-Salmeron y cols <186). Las células obtenidas por centrifugación de SmI de BI-ll
crecidas durante la noche, se resuspendierón en tampón TE (Tris 0,01 M, EDTA 0,001
M, pH 8> con sacarosa al 26% y lisozima (Sigma> <25 pglpl>, e incubadas durante una
hora a 37 0C. Los protoplastos generados se usaron mediante una extracción con fenoi/
cloroformo 1:1. El ADN total se recuperé del sobrenadante precipitándolo con etanol,
y se resuspendió en 100 pl de tampón TE. El ADN obtenido se desnaturalizó a ioo oc
durante 10 minutos, se deposité sobre una membrana de nylon cargada positivamente
<Boebringer), y fue fijado con luz ultravioleta en un horno GS Gene Linker (Bio Rad).
2.7.2 MINILISIS ALCALINA
La presencia de ADN plasml’dico se analizó a partir de usados obtenidos
por el método de Anderson y McKay para 10 mi de cultivo (6>, modificada por Martínez-
Bueno y cols <150). Las células se recogieron por centrifugación y se lavaron con TE.
Se resuspendieron en 460 pl de sacarosa 6,7%, Tris 50 mM, EDIA 1 mM, pH 8; y se
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adicionaron 115 pl de una solución de lisozima 10 mg/ml en Tris 25 mM, pH 8,
incubéndose 30 minutos a 37 0C, la acción de la lisozima se detuvo con 58p1 de EDTA
0,25 M, Tris 50 mM, pH 8. La lisis se consiguió por agitación suave con 33Ml de una
solución de SOS 20% en Tris 50 mM, EDTA 20 mM, pH 8. La adición de SEpl de NaOM
junto con agitación suave durante 10 minutos desnaturalizó buena parte del ADN
cromosémico, neutralizéndose con 60 pl de Tris 2M, pH 7, enfriado en hielo. El ADN
cromosómico se precipitó con la adición de 86 pl de NaCí 5M, e incubación durante 4
horas en hielo. Se centrifugó 10 minutos a 12.000 rpm, y el sobrenadante se extrajo
con 700 pl de fenol saturado con Tris 0,1 M, pH 8, y 3% NaCí. El exceso de fenol se
extrajo con 700pl de cloroformo-isoamílico (24:1). El ADN se precipitó con tan volumen
de isopropanol preenfriado a -20 0C, incubéndose durante 4 horas a -20 0C, se
centrifugó 10 minutos a 12.000 rpm y se lavó con etanol al 70%, una vez seco se
resuspendió en 25 pl de TE.
2.7.3 OBTENCION ADN PLASMIDICO A GRAN ESCALA
La purificación del ADN piasmidico se efectuó a partir de cultivos crecidos
durante la noche en 2 1 BHI con SOpg/ml de vancomicina, con el método descrito por
Anderson y McKay (6) y modificado por Martínez-Bueno (150>, para la preparación de
ADN a gran escala. El técnica es igual al método de minilisis alcalina de estos autores,
diferenciándose únicamente en los volúmenes utilizados. Los usados obtenidos se
sometieron a ultracentrifugación en gradiente de CsCI
2 a 105 ,OOOg durante 48 horas,
en una centrífuga Kontron. La banda correspondiente al ADN plasmidico visualizada con
luz ultravioleta se extrajo con una jeringa. El bromuro de etidio se elimineS mediante
extracciones repetidas con isopropanol saturado con CsCl2, y éste último se rethó con
diálisis frente a TE.
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2.8 ELECTROFORESIS, TRANSFERENCIA DEL ADN. E HIBRIDACION
El ADN se analizó en geles de agarosa horizontales al 0,6% o al 0,8%,
en tampón TBE <Tris 89 mM, ácido bórico 89 mM, EDTA 2,5 mM, pH 8,3>. El ADN se
diluyó con la mitad de volumen de tampón de depósito (EDTA 80 mM, azul de
bromofenol 0,01 %, glicerol 20%). La electroforesis se efectué a 60-80V hasta que el
colorante rebasé el final del gel, posteriormente se tiñeron con una solución de bromuro
de etidio (lpg/ml), y se visualizaron con un transiluminador de luz ultravioleta,
fotografiéndose con una cámara Polaroid (148).
Los tamaños de los fragmentos de ADN linearizado se estimaron utilizando
como patrón el ADN del fago lambda digerido con el enzima HindIlí (148>.
El ADN fue transferido desde los geles de agarosa a membranas de nylon
cargadas positivamente (Boehr¡nger> usando el método de Southern (148) con ayuda del
sistema Vacum Gene <Pharmacia) siguiendo las normas del fabricante; Fas soluciones
fragmentadora (NaCí 0,25M), desnaturalizante (NaCí 1 ,5M, NaOH 0,5M>, neutralizante
(NaCí 1,5, Tris 0,5 M, EDTA 0,001 M, pH 7,2) y de transferencia (20 xSSC>, estuvieron
en contacto con el gel y la membrana durante 4, 3, 3, y 50 minutos respectivamente,
en ese orden, con una presión constante de 50 mbares. Una vez seca se fijó el ADN con
luz ultravioleta en un horno OS Gene Linker.
Las hibridaciones de las membranas de nylon que contenían ADN se
realizaron en condiciones restrictivas a 65 ~Cen un horno Techne l-lybridiser, durante
18 horas, en continua agitación. Se efectuó una prehibridación durante una hora a 55
0C. La solución de hibridación para plásmidos contiene para 25 mi: 7,25 ml 2OxSSC,
1,25 ml SDS 10%, 1,25 1 OoxDenhandt’s (BSA 2%, ficoil 2%, polivinilpirrolidina 2%,
en agua), EOpí ADN de esperma de salmón 1 mg/mi, y 15,2 ml de agua. La solución
de hibridación para oligonucleótidos contiene para 40 mí: 12 ml de 2OxSSC, SDS 10%,
4 mi lo0xDenhandt’s, 2,5 mIde concentración de ADN de esperma de salmón.
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La sonda no ligada a la membrana se retirá al lavar con SDS 0,2% en
6xSSC durante 5 minutos a temperatura ambiente y un segundo lavado a 45 oc durante
16 minutos.
2.9 MANIPULACION ENZIMATICA DEL ADN
2.9.1 DiGESTION DEL ADN CON ENDONUCLEASAS DE RESTRICCION
Las reacciones se realizaron en volúmenes finales de 1 0-30p1, mezclando
una décima parte del volumen final de tampón de reacción concentrado x10, según la
enzima alto (NaCí lOOmM, MgCI2 10 mM, DDT 1 mM, Tris 60 mM, pH 7,6). medio
(NaC[ 50 mM, MgCI2 10 mM, DDT 1 mM, Tris 10 mM, pH 7,5), o bajo <MQCi2 10 mM,
DDT 1 mM, Tris 10 mM, pH 7,5), y entre 1 y 2 unidades de enzima <148). Se utilizaron
las endonucleasas de restricción EcoRi, Hindlli, BamHI (Baehringer).
2.9.3 MARCAJE DE OLIGONUCLEOTIDO EN EL EXTREMO 3’
30 picomoles de oligonucleótido se marcaron, en el extremo 3’, con la
enzima transferasa terminal <Boehringer), y [a-32P]ddATP(3000 Ci/mmol: Amersham
international), la reacción se llevó a cabo durante una hora, a 37 0C, con tampón de
marcaje ( CoCí
2), y se detuvo en hielo y lapide EDTA 200 mM pH8.
2.10 PRODUCCiON DE OLIGONUCLEOTIDO
A partir de la secuencia del gen yanA publicada por Dutka-Malen y cois
(69>, se eligió un fragmento de 20 nucieótidos, comprendido entre las posiciones 573
y 593 de la secuencie, zona en la que no existe homología con las d-aianil-d-alanil





GGAT-3’, fue construfdo en el sintetizador Gene Assembler Plus de Phamacia, y
posteriormente, purificado siguiendo las instrucciones del fabricante. En cuanto a la
especificidad el oiigonucleótido no hibridó con cepas sin resistencia a vancornicmna, ni






3.1 IDENTIFICACION DE CEPAS RESISTENTES A VANCOMICINA
En la Tabla 3.1 figuran los resultados de las pruebas realizadas para la
identificación, a nivel de especie, cte las cepas resistentes a vancomicina. Todas las
cepas se observaron como cocos gram positivos con tinción de gram, aglutinaron con
el antisuero D de Lancefield, fueron catalasa negativas, y crecieron en NaCí 6,5%.
Ninguna cepa presentó pigmentación en agar EHI.
Tabla 3.1. Pruebas de identificación de las cepas resistentes a vancomicina.
CEPAN’ E/E VP WP ESO PVII OGALSGUR SOAL PAL LAP ADH RíE MA MAN SOR LAC TRE INU MF AMO GLY OOO.APJ IDENTIFICACION
RVC37506 + + + + + - - + - + + + + - - + + - - + . 7157411 E. faaclum
flVC44749 + + + + + - - - - 4 + + + + + + - . + - 7143711 ¿(asca//s
PE282 + + + + + - - - - + + + - + + + + - . + - 7143711 E. faeca/Is
PE435 + + + + + - - - - 4. + + + + + + . - + - 7143711 E. (sas/ls
PE477 + + + + + . - - . + + -1- . + + + + - - + - 7143711 E.faacalls
FE4e1 + + + + + - - - - + + + - + + + * - . + - 7143711 E. (asca/ls
MT77628 * + + + + - - - - + 4- + - + • + + - . + - 7143711 ¿(soca/ls
MT77693 + + 4 + + - - . + + + - + + + + - - + . 7143711 E. (asca/ls
S0N144 + 4 + + + - - - - + - + - + - + + - . - - 7142510 Ea~4um
E/E bllis/oscuIlna, VP Vogss-Proskouor, HIP hipuralo, ESO osculina, oGAL o-galactosidaaa, I3GUR B-gIuOO,OnIdaSO, AGAL E-galactosldnsa, PAL
foslatasa alcalina, LAP leucin nrilamldasa, ADH orginin hídrolaso, RIE ribosa, ARA L.o,oblnoss, MAN manitol, 5011 sorbltót. IAC lactosa, TIff
treolosa, INU inulina, RAF mimosa, AMO al,nItldn, 0EV glIedasno, 000. API código ApI.
Con los resultados obtenidos de las pruebas aglutinación grupo E? de
Lancefield, bilis/esculina, PYR, Ieucin.arilamidasa, y crecimiento en NaCí 6,5%, todas
las cepas quedan suficientemente diferenciadas de las géneros PedIOCOCGUS,
Leuconostoc, y Lactococcus que habitualmente son resistentes a vancomicina (66). La
identificación, a nivel de especie, de las nueve cepas obtenida con el sistema API 20
STREP; fue la misma, para cada una de ellas, cuando se extrapolaron los resultados al
esquema de Fackíam y Coílins (93).
70
Resultados
Con objeto de caracterizar las cepas de enterococos resistentes a
vancomicina, se estudió la capacidad hemolítica y la producción de bacteriocinas,
marcadores que se han relacionado con la presencia de píásmidos <124). Ninguna cepa
hemolizó sangre de caballo, o de carnero, en agar EHI con 5% de sangre, tampoco se
encontró ninguna cepa productora de bacteriocina frente a E. faecafis JH2-2 y, todas
las cepas, fueron susceptibles a la acción de la bacteriocina codificada por el plésmido
pAM7 14.
3.2 SENSIBILIDAD DE LOS ENTEROCOCOS AISLADOS EN EL HOSPITAL
RAMON Y CAJAL EN EL PERIODO 1988-1993.
La sensibilidad de las cepas de Enterococcus aisladas en el Hospital
Ramón y Cajal en el perIodo 1988-1993 fue realizada con el sistema semiautomático
PASCO. Se aportan datos de 3.333 aislados de Enterococcus, el número de cepas
estudiadas fue de 299 en 1988, 240 en 1982, 327 en 1990, 719 en 1991, 950 en
1992, y 798 en 1993. El menor número de aislados del perIodo 1988-1920 es
consecuencia de un cambio en la rutina del laborator[o. Durante los tres primeros aflos
se efectuaba únicamente un antibiograma a buena parte de los enterococos, y a partir
de 1991 a todas las cepas se les realizó CMI con el sistema PASCO. Para algunos
antibióticos no figuran los datos de 1988 debido a que los paneles utilizados, en ese
momento, no los contenían.
3.2.1 ANTIBIOTICOS INHIBIDORES DE LA SíNTESIS DE LA PARED CELULAR:
8-LACTAMICOS, GLICOPEPTIDOS, Y FOSFOMICINA
La distribución de la sensibilidad a antibióticos B-lactámicos se presenta
en la Tabla 3.2, 3.3, y 3.4; en ellas figuran los resultados obtenidos para penicilina G,
ampicilina y ampicilina ¡ sulbactam respectivamente. El sistema Pesco proporciona la
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hasta alcanzar el máximo observado en
un mínimo de 1,66%, restaurándose la
advierte una suave perdida de actividad





















1990, disminuyendo bruscamente en 1991
tendencia alcista en 1992. No obstante, se
de ampicilina, así las cepas con CMI =1pg/ml
3,57% de 1988 hasta el 83,06% de 1992,
truncándose esta tendencia en 1993 que fueron el 87,85%.
En la Figura 3.1, Tabla 3.3, y Tabla 3.7 se observa que penicilina es
ligeramente menos activa que ampicilina, presentando el conjunto de las cepas una
CM190 de 4pg¡ml frente a los 2 pg/ml de ampicilina. La evolución para penicilina de la
sensibilidad es semejante a la descrita para ampicilina, excepto en lo referente a 1991
en el que se produce una disociación entre la tasa de resistencia a anipicilifla y
penicilina.
Resultados
sensibilidad de otros antibióticos 13-lactámicos, que han sido excluidos por carecer de
importancia en el manejo de las infecciones causadas por enterococos, ó por no aportar
información de posibles mecanismos de resistencia.
La sensibilidad para ampicilina en el periodo 1988-1 993se mantiene entre
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Figura 3.1. Diagrama de la distribución de las CMI de los aislados de enterococo
frente a penicilina y ampicilina.
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Tabla 3.4. Distribución en porcentajes de la
Resultados
CMI <gg/ml) a ampicilina/sulbactam
en el perIodo 1989- 1993.
AÑO 1988 1989 1990 1991 1992 1993
AISLADOS 299 240 321 719 950 798
CMI
=4/2 NO 97,08 94,66 97,89 95,89 95,11
8/4 NO 0,41 0,70 0,15 1,00 0,87
16/8 NO 0,41 0,84 0,69 0,95 0,50
>16/8 NO 2,08 3,66 1,25 2,11 3,51
evolucioné
La sensibilidad de los enterococos a la
con un patrón equivalente al de ampicilina
a ampicilina, también lo fueron a la
nopodemos descartar absolutamente
lactámicos mediada por R-lactamasas,
asociación ampicilina/ sulbactam
(Tabla 3.4). Las cepas resistentes
asociación de ampicilina! sulbactam. Aunque
la presencia de cepas con resistencia a
parece improbable su implicación.
La tasa de sensibilidad a fosfomicina (CMI =32 ¿sg/mI) (Tabla 3.5> se
encontró entre el 81,94% de 1990 y el 93,24% de 1991, siendo en el último a?io del
65,9%. La CM150 fue durante todo el período de 32 ¿sg/ml y la CM190 de 64 ¿sg/mI,
excepto en el año 1991 que fue de 32 ¿sg/mI (Tabla 3.7).






















NO 37,08 37,91 48,86 31,70 34,64
NO 46,66 44,03 44,36 54,64 51,26
NO 10,41 13,45 4,86 10,78 9,68
ND 3,75 1,52 1,11 0,50 2,00
NO 2,08 3,05 0,83 2,38 2,42
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Tabla 3.6. Distribución en porcentajes de la CMI (¿sg/mí) a vancornicina en el
perIodo 1988- 1993.
AÑO 1988 1989 1990 1991 1992 1993
AISLADOS 299 240 327 719 950 798
CMI
=1 52,84 60,00 56,88 63,42 68,32 ND
2 44,14 36,66 38,83 34,21 30,21 98,37
4 2,34 2,50 2,14 1,25 1,26 0,63
8 0,00 0,41 0,30 O,EE 0,11 0,00
16 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
>16 0,66 0,41 1,83 0,55 0,11 1,00
Tabla 3.7. Relación de las CM150 y CM190 para los antibióticos que actúan en la
pared celular.









































































































La resistencia a vancomicina, Tabla 3.6, se mantuvo próxima al 1 % en
cada uno de los períodos estudiados, Únicamente se produjeron de forma estaejonal
aislamientos de cepas resistentes a vancomicina. Los aislamientos con CMI entre 4 y
iCoscilan entre el O,63y 2,91%de los años 1993y 1989.En la Tabla 3.7 figuran las
CMI50 y CM190 siendo de =1 y 2pg/mI respectivamente durante la totalidad del período,
excepto en el año 1993 que la mínima concentración estudiada fue de =2pg/mI siendo
este el valor de la CM150 y CM190.
3.2.2 ANTIBIOTICOS INHIBIDORES DE LA SINTESÉS DE PROTEíNAS:
AMINOGLICOSIDOs. TETRACICLINA, CLORANFENICOL, Y MACROLIIJOS
En la Tabla 3.8 se exponen los datos de sensibilidad para estreptomicina
2000 ¿sg/ml. La resistencia de alto nivel a estreptomicina no sigue una tendencia clara,
ya que fue aproximadamente dei 30% en 1989, y 1991; deI 35% en 1988, Y
ligeramente superior al 40% en 1990, 1992, y 1993. No disponemos de datos de la
sensibilidad a gentamicina 500 ¿sg/ml durante el periodo 1988-1991, en 1992 y 1993
las cepas resistentes fueron el 32,63 y 31,95% respectivamente.
Tabla 3.8. Distribución
perIodo 1988- 1993.
en porcentajes de la CMI <pg/ml) a estreptomicina en el
AÑO 1988 1989 1990 1991 1992 1993
AISLADOS 299 240 327 719 950 798
CMI
=2000 64,21 67,08 57,94 61,19 58,84 59,27
>2000 35,78 32,50 42,50 29,76 41,16 40,73
La susceptibilidad de los enterococas a tetraciclina es baja,
encontréndonos una CM190 para todo el periodo de >8 ¿sg/ml <Tabla 3.1 2). En la Tabla
3.9 no se observan cambios destacabies en los distintos períodos estudiados,
manteniéndose una tasa de resistencia de aproximadamente el 70%.
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a tetraciclina en períodoTabla 3.9.
1988- 1993.
Distribución en porcentajes de la CMI (¿sg/mí>
AÑO 1988 1989 1990 1991 1992 1993
AISLADOS 299 240 327 719 950 798
CMI
=4 29,75 38,33 25,05 25,31 23,89 29,57
8 0,33 0,00 0,30 4,45 6,95 3,63
>8 69,89 61,66 74,61 70,23 69,16 66,79
En la Tabla 3.10, se observa una progresión hacia el incremento de
aislados resistentes a cloranfenicol, así en 1988 la tasa de resistencia fue deI 26,75%
alcanzando el 46,12% en 1993.
Se observa una tendencia hacia la disminución de la sensibilidad a
eritromicina <Tabla 3.11>, habiéndose incrementado un 10% el número de cepas
resistentes entre 1988 y 1993, situándose la tasa de resistencia durante 1993 en el
53,01%. La sensibilidad a clindamicina no se detalla, al resultar m~s del 90% de las
cepas resistentes (Tabla 3.1 2).
Tabla 3.10. Distribución en porcentajes de la CMI <pg/ml) a cloranfenicol en el
perIodo 1988- 1993.
AÑO 1988 1989 1990 1991 1992 1993
AISLADOS 299 240 327 719 950 798
CMI
=8 72,24 72,50 63,30 54,52 52,32 53,88
16 1,00 0,83 2,44 0,83 1,47 0,00
>16 26,75 26,66 34,25 44,68 46,21 46,12
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Tabla 3.11. Distribución en porcentajes de la CMI (¿sg/mí> a eritromicina en el
período 1988- 1993.
AÑO 1988 1989 1990 1991 1992 1993
AISLADOS 299 240 327 719 950 798
CMI
=0,5 12,67 17,91 15,89 13,35 10,21 15,05
1 15,05 17,50 14,67 11,96 10,84 MD
2 18,72 13,75 10,09 10,43 10,53 25,19
4 12,04 13,75 6,42 8,48 10,00 6,77
>4 41,47 37,08 52,90 55,77 58,42 53,01
Tabla 3.12. Relación de las CM150 y CM190 para los antibióticos que actúan
inhibiendo la síntesis proteica.





















































































3.2.3 INHIBIDORES DE LA SINTESIS DEL ACIDO FOLICO
El sulfisoxazol sólo es inactivo en el conjunto de cepas ensayadas. La tasa
de resistencia a la asociación trimetroprim/sulfametoxazol (Tablas 3.13 y 3.14) durante
1988 y 1969 fue inferior al 6%, en 1990 y 1991 sufrió un fuerte incremento llegando
alcanzar el 19,61%, en 1992 disminuyó hasta el 9,26%, volviendo a los niveles
originales (6%) en 1993.













=2/38 93,29 90,83 80,41 79,41 90,32 93,86
4/76 1,00 2,91 1,52 0,27 0,42 0,63
8/162 2,67 0,83 0,91 0,69 0,00 0,00
>8/152 3,01 5,41 17,12 19,61 9,26 6,51
Tabla 3.14. Relación de las CM150 y CM190 de la asociación trimetroprtm
sulfametoxazol.
AÑO 1988 1989 1990 1991 1992 1993
COTAIMOXAZOL
CMI~ c2/38 =2/38 =2/38 =2/38 =2/38 =2/38
CM190 =2/38 =2/38 >8/152 >8/152 =2/38 =2/38
RANGO =2/38->6/152 =2138->21152 =2136->61152 52/36->61152 s2/3S->SfISZ =2/¿6->6/162
3.2.4 ANTIMICROBIANOS QUE INTERACCiONAN CON LOS ACIDOS
NUCLEI COS: QUINOLONAS, RIFAMPICINA Y NITROFURANTOINA
La tasa de resistencia a norfjoxacina <=16) se ha multiplicado por 1 5 en
seis af5os, desde el 2,34% de 1988 hasta el 35,09% de 1993 (Tabla 3.1 5). La
proporción de cepas resistentes a ciprofloxaclila <OMí =2)(Tabla3.16 y Figura 3.2) ha
aumentado desde el 13,13% hasta el 38,970/o, entre 1989 y 1993, aunque no se ha
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observado variación en los valores de la CM150 y CMl90, 1 y >2 respectivamente durante
la totalidad del periodo <Tabla 3.19).
La sensibilidad de los enterococos a rifampicina y nitrofurantoina se ha
mantenido prácticamente constante (Tabla 3.17, 3.18, y 3.19), destacando el alto
grado de sensib¡lidad a la nitrofurantotna, alrededor del 28%.
Tabla 3.15. Distribución en porcentajes de la CMI (¿sg/mí) a norfíaxacina en el
perIodo 1988- 1993.
AÑO 1968 1989 1990 1991 1992 1993
AISLADOS 299 240 327 719 950 798
CMI
=16 97,65 90,83 87,46 74,68 68,32 64,91
>16 2,34 9,16 12,53 21,14 31,68 35,09
Tabla 3.16. Distribución en porcentajes de la CMI <pg/ml) a ciprofloxacina en el
perIodo 1989- 1993.
AÑO 1988 1989 1990 1991 1992 1993
AISLADOS 299 240 327 719 950 798
CMI
=0,25 ND 5,00 4,28 7,09 6,11 ND
0,5 ND 18,75 22,93 25,31 24,63 NO
1 NO 48,75 35,77 32,12 29,58 55,26
2 NO 14,16 17,43 7,23 4,63 6,76
>2 NO 13,13 19,67 28,23 35,05 38,97
Tabla 3.17. Distribución en porcentajes de la CMI <pg/ml) a rifampicina en el
0erlodo 1988- 1993.
AÑO 1988 1989 1990 1991 1992 1993
AISLADOS 299 240 327 719 950 798
CMI
=0,5 20,73 30,83 22,32 38,24 49,58 NO
1 35,45 32,50 28,74 23,92 23,37 67,79
2 22,40 15,41 19,57 14,04 10,32 12,41










Diagrama de la distribución de las CMI de norfloxacina
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Tabla 3.19. Relación de
inhibiendo la síntesis de ácidos
las CM160 y CM190
nucleicos.
para los antibióticos que actúan
AÑO 1988 1989 1990 1991 1992 1993
ANTIBIOTICO
NORFLOXACINA
=16 =16 =16 =16 =16 =16
CM190 =16 =16 >16 >16 >16 >16
RANGO =16.>16 =16>16 S16->16 =16>16 =16->16 =16>16
CIFRO FLOXACINA
CM150 NO 1 1 1 1 1
CMI9Q ND >2 >2 >2 >2 >2
RANGO S0,25->2 =0,25->2 =0,25->2 =0,25->2 =~5->2
RIFAMPICINA
0M160 1 1 1 1 1 1
0M120 >2 >2 >2 >2 >2 >2
RANGO =0,6->2 =0,5->2 =05->2 =0,6>2 =O,5->2
NITROFU
RANTOINA
CMI~ =64 =64 =64 =64 =64 ND
CMI»~, =64 =64 =64 =64 =64 NO
RANGO S64->64 S64->64 =64.>64 =64->64 =64->64
3.3 SENSIBILIDAD DE LOS ENTEROCOCOS RESISTENTES A VANCOMICINA A
LOS ANTIMICROBIANOS
3.3.1 SENSIBILIDAD A 1&-LACTAMICOS, GLICOPEPTIDOS Y
LIPOGLICOPEPTIDOS
Las cepas de Enterococcus resistentes a vancornicina fueron sensibles a
los antibióticos 13-Iactámicos; el producto más activo fue ampicilina, seguido de
imipenem, penicilina, piperacilina, y meropem (Tabla 3.1 6). Los aislados de E. taecal/s
presentaron una CMI homogénea para ampicilina (0,5-1 /19/mI); las cepas menos
sensibles fueron E. faec¡um RYC37509 y E. av/um SON144, con CMI para ampicilina
de 2 y 4 ¿sg/ml respectivamente.
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La resistencia a vancomicina y teicoplanina fue de alto nivel para todas
las cepas, vancomicina resulté ser ocho veces menos activa que teicoplanina <Tabla
3,17>; la cepa más resistente fue E. avium S0N144. Todas las cepas resultaron
sensibles a daptomicina.
Tabla 3.16. Enterococcus resistentes
de antibióticos 13-lactámicos <¿sg/mí).
PEN *
a vancomicina, y E. faeca/is JH2-2, CMI
Cepa N0 AMP* AMP*¡su L
PIP IMI MER
E. ¡asca/ls .JH2-2 1 0,5 =4/2 =4 0,5 2
E. faecium RYC37509 =8 2 =4/2 =4 8 16
E. ¡asca/ls RYC44749 2 0,5 =4/2 =4 0,5 2
E. ¡ecca/ls PE282 1 0,5 =4/2 =4 0,5 2
E. ¡seca/ls PE435 1 0,5 =4/2 =4 0,5 2
E. ¡seca/ls PE477 1 0,5 =4/2 =4 0,5 2
E. ¡asca/ls PE491 1 0,5 =412 =4 0,5 2
E. ¡asca/ls MT77628 2 0,5 =4/2 =4 1 8
E. ¡asca/ls MT77693 2 1 =4/2 =4 2 8
E. aviurn S0N144 2 4 =4/2 16 1 2
‘ CMI determinada con sistema PASEO
Williamson y cols. observaron la disminución de la CMI a vancomicina en
presencia de NaCí al 7% en un E. ¡aeclum de fenotipo VanB <258); con objeto de
conocer si este efecto tenía lugar con las cepas de nuestro estudio, determinamos la
CMI a vancomicina en presencia de NaCí al 7%. Como Wiiíiamson y cois. observamos
una disminución considerable en las CMI frente a vancomicina.
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Tabla 3.17. Enterococcus resistentes a vancomicina, yE. (asca/ls JH2-2, CMI
de antibióticos glicopeptídicos y lipoglicopeptídicos (pg/ml),
Cepa N0 VAN TEl DAP y/NaCí4 T/NaCI4
E. ¡asca/ls JH2-2 4 0,5 2 ND NO
E. faeclun, RYC37509 512 64 4 64 2
E. ¡asca/ls RYC44749 612 64 2 64 1
E.faeca/1sPE282 512 64 4 128 2
E.faeca//sPE435 512 32 4 64 1
E. ¡asca/ls PE477 512 32 2 32 0,25
E. ¡asca/ls PE491 512 32 2 32 0,5
E. ¡asca/ls MT77628 512 128 2 64 1
E. ¡asca/ls MT77693 512 64 4 64 1
E.evlum S0N144 2048 128 2 ND NO
CMI de vancomicina y teicoplanina con NacI 7% en el medio
3.3.2 ACTIVIDAD DE 10 ANTIBiOTICOS DE DIFERENTES GRUPOS
Como se puede observar en la Tabla 3.18, ninguna cepa presentó
resistencia a cloranfenicol, norfioxacina, ciprofloxacina, cotrimoxazol, nitrofurantoina,
y de alto nivel a estreptomicina. La sensibilidad a fosfomicina fue variable. La mayoría
de las cepas fueron resistentes a tetraciclina y eritromicilla.
Tabla 3.18. Enterococcus resistentes a vancomicina, yE. ¡ascalls JH2-2, CMI
de fosfon,icina, tetraciclina, eritromicina, cloranfenicol, estreptomicina, rifampicina,























CMI realizadas con sistema PAStDO
* SXT el valor =0,5se corresponde
CM STA RIF NOR CiP ND SXT4
1 0,5 =8 =2000 >4 =16 2 =64 =0,5
=8 =4 =8 =2000=0,5=160,5 =64 =0,5
=8 =4 =8 =2000 2 =16 1 =64 =0,5
=0,5 =4 =8 =2000 4 =16 2 =64 =0,5
=8 =4 =8 =2000 1 =16 1 =64 =0,5
=8 =4 =8=2000 1 =16 1 =64 =0,5
=8 =4 =8 =2000 1 =16 1 =64 =0,5
4 =4 =8 =2000=2 =16 2 =64 =0,5
=8 =4 =8 =2000 2 =16 2 =64=0,5
=0,5 0,5 =8 =2000=0,5=160,5=64=0,5
con la concentración =0,5/9.5
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3.3.3 ASOCiACION D-CICLOSERINA Y VANCOMICINA
La proteína yanA es una enzima a-hídroxiácido-D-alanil lígasa que actúa
presencia de vancorricina en vez de la D-alanií-O-aíanil-iigasa, siendo ésta última
r4ma inhibida por D-cicioserina, realizamos estudios de sinergia entre vancomicina y
~icIoserina.
A partir de los datos de la Tabla 3.19 se deduce que la asociación de O-
.0Ioserina y vancomicina es antagónica en las cepas E. faacalls RYC44749,E. faec/um
e’
~vC37509. y E. avium S0N144. El Indice FICv~com¡c¡n, es uno para las tres cepas
~~dePendientementede la concentración de D-cicíoserina. El Indice FlCo.c¡c¡~or¡n, es
diferente según las cepas probadas y las concentraciones de vancomicina, aunque en
rodas Las ocasiones resultó como mínimo igual a 1, por tanto el Indice para la asociación
re~Ultó siempre mayor o igual 2 <antagonismoXí 37).
La CMI de D-cicioserina se incremento hasta dos y tres veces en las cepas
RYC44749 y RYCg7sogrespectivamente, a medida que se incrementó la concentración
de vancomicina, no se observó variación con la cepa E. avium S0N144. La CMI de
vancomicina permaneció constante independientemente de las concentraciones de O-
Cioloserina en asociación.
Tabla 3.19. isobolograma de la asociación vancomicina/D-cicloSerina.
[VAN] CMI DtIC LO/FICDCICIo.étIno
>-‘~ImI RYC44749 RYC37509 S0N144
0 64/1 32/1 1024/1
8 64/1 32/1 1024(1
16 64/1 32/1 1024/1
~32 64/1 64/2 1024/1







3.4 INDUCiBILIDAD DE LA RESISTENCIA A GLICOPEPTfDOS
En las figuras 3.3, 3.4, y 3.5 se representan las curvas de crecimiento de
las cepas E. faeGa/is RYC44749, E ¡aac/um RYC37509, y E. avlum S0N144. Las
curvas de crecimiento de las cepas de E. ¡asca/ls PE282, PE435, PE477, PE491,
1MT77628, y MT77693; y del transconjugante .JVR-2, fueron equivalentes a las
obtenidas para las cepas RYC44749 y RYC37509, y por ello no se representan.
En todas las cepas, excepto el aislado E. avlum S0N144, se observó que
el período de latencia fue mayor cuando el preinóculo procedía de un caldo sin
antibiótico que cuando éste provenía de un cultivo crecido con vancomicina. La
resistencia de las cepas de E. fosca/ls y E. ¡aecium a vancomicina debe ser inducible ya
que se expresa antes en las células crecidas previamente con el antibiótico. La velocidad
de crecimiento de las células en presencia de vancomicina fue algo menor, así como la
DO máxima alcanzada. La resistencia fue constitutiva en la cepa E. avium S0N144 que




Figura 3.3. Curva de crecimiento de la cepa E. ¡asca/ls RYC44749, en presencia
y ausencia de vancomicina <50pg/ml>, a partir de preinóculos















a- preinóculo con vancomicina; crecimiento en caldo EHI sin vancon,icina
1,- preinéculo con vancomicina; crecimiento en caldo 81-II con vancomicina
o- preindculo sin vancomicina; crecimiento en caldo El-li con vancomicina
Figura 3.4. Curva de crecimiento de la cepa E. ¡aecium RYC37509,en presencia












con vancomicina; crecimiento en caldo El-II sin vancomicina
con vancomicina; crecimiento en caldo EHI con vancomicina












Figura 3.5. Curva de crecimiento de la cepa E. av/am SOIS¡1 44, en presencia y





ABSOR BAN CIA DO)
a- preinóculo con vanconiicina; crecimiento en caldo BHI sin vancomicina
b- preindculo con vancomicina; crecimiento en caldo BHI con vancomicina
o- preinóculo sin vancomicina; crecimiento en caldo BHI con vancomicina
3.5 ANALISiS DE PROTEíNAS
3.5.1 ANALISIS EN GELES DE POLIACRILAMIDA DE EXTRACTOS CRUDOS
Los extractos crudos de las cepas E. av/am 80N144, E. faecium
RYC37509, y E. ¡asca/ls RYC44749, crecidos con y sin vancomicina 50 ¿sg/mI, se
sometieron a electroforesis en gel de poliacrilamida al 1 2%; en la Figura 3.9 se puede
observar una banda de peso aproximado de 39,8 KD en las cepas RYC37509 y
RYC44749 que sólo es apreciable cuando estuvieron crecidas con vancomicina. Mase
observaron diferencias en el perfil de proteínas totales de la cepa S0N144 con y sin
vancomicina.
A~o




Con objeto de examinar con mayor exactitud el gel de poiiacrilamida fue
analizado con el densitómetro EC 910 Transmiasion Densitometer, con ayuda del
programa Zeineh Software 1 -D Scanner. En la Figura 3.6 se representa E. evlum
SON1 44 con y sin vancomicina, y el perfil obtenido es equivalente <no igual debido a
una fisura producida durante el proceso de secado). En las Figuras 3.7 y 3.8 se
representan los perfiles de proteínas de las cepas RYC37EO9y RYC44749 crecidos con
y sin vancomicina, generados a partir de las DO reídas por el densitémetro, en ambas
cepas se distingue la aparición de una nueva banda en presencia de vancomicina.
El peso aproximado de la nueva proteína fue de 39,8 KO, de acuerdo con
el cálculo por intrapolación a una recta construida a partir de la distancia recorrida por
el patrón de pesos moleculares, las distancias recorridas por cada proteína se midieron
con ayuda del densitómetro.
Los extractos crudos de las cepas PE282, FE435, PE477, PE4S1,
MT77628, y MT77693, crecidos con y sin vancomicin% se corrieron en geles de
poliacrilamida al 12% en la Figura 3.10 se observa dóbiimente una nueva banda a la
altura de 39 KO.
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Figura 3.7. Perfil de proteínas
RYC37509 con y sin vancomicina.
leído por el densitómetro de E. faec¡um
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Figura 3.8. Perfil de proteínas leído por el densitómetro de E. faeca/is RYC44749
con y sin vancomicina.
RYC 44749 crecIdo sin vancomicina




3.52 PRODUCCION DE ANTISUERO ANTI-39KDa
Llevamos a cabo la inmunización de conejos de acuerdo con lo descrito
en el apartado 2.5.5, con la finalidad de poseer una herramienta que nos facilitase la
observación de la proteína VanA en las cepas resistentes a vancomicina y para
comprobar si la cepa de E. avium S0N144, de fenotipo distinto a los descritos <48),
posee alguna proteína inmunoldgicamente relacionada con VenA.
El antisuero obtenido reconocía inicialmente múltiples proteínas; tras los
sucesivos procesos de absorción se consiguió la eliminación de anticuerpos no
relacionados con la resistencia a vancomicina. Cuando se enfrentó el antisuero
parcialmente purificado a la membrana lmmobiíon PVDF, con los extractos de la cepa
JVR-2 crecida con y sin vancomicina, reconoció especialmente una banda de peso
aproximado 39 KO en el carril donde se corrió la cepa crecida con vancomicina y no se
reconocieron bandas en ausencia del antibiótico, De acuerdo con la literatura <59, 213)
es coherente sugerir que la banda de 39,8 KD que aparece en las cepas en presencia
de vancomicina y que no está presente en ausencia de la misma corresponda a la
proteína yanA, y por tanto el antisuero obtenido que reconoce esa banda seria anti
VanA.
3.5.3 ANALISIS DE LAS CEPAS CON EL ANTISUERO ANTI-39KDa
Como podemos observar en los diferentes “inmunoblot” realizados,
Figuras 3.11.A, 3.11.8, y 3.12 las cepas de E. faecafis RYC44749, PE282, PE435,
PE477, PE4G1, MT77628, y MT77693 el antisuero anti-39KDa reconoce la banda de
39 KD en todas las cepas cuando están crecidas en presencia de vancomicina. Las
cepas crecidas sin vancomicina pueden poseer pequeñas cantidades de la proteína yanA









Figura 3.12. Análisis de PBP de las cepas RYC37609 y RyC447




3.6 TRANSFERENCIA POR CONJUGACION DE GENES DE RESISTENCIA
Todos los E. faecium y E ¡asca/ls resistentes a vencomiciria fueron capaces de
transferir la resistencia por conjugación usando como receptor E. taecalls JH2-2.
Determinamos las frecuencias de conjugación en filtro para los antibióticos:
vancomicina, eritromicina y tetraciclina, los dos últimos sólo en aquellas cepas que
presentaban resistencia, los resultados obtenidos se detallan en La Tabla 3.20. Debido
a que algunos E. ¡oeca/ls presentaron frecuencias de conjugación muy altas, del orden
de 10-’, también estudiamos le frecuencia de conjugación de la resistencia a
vancomicina en caldo. Los resultados revelaron que cinco de los siete E. fosca/ls
Tabla 3.20. Frecuencias de conjugación entre E. fascal/a .JH2-2 y los diferentes































mantenían en caldo altas frecuencias de conjugación, sugiriéndonos la participación de
feromonas. La estirpe RYCS76O9fue la que presentó menor frecuencia de conjugación
en filtro (2,5 iofl, yen caldo no obtuvimos tranaconjugantes.
E. avlurn SONl44no transfirió la resistencia a vancomicina en filtro (=



































Tabla 3.21. Porcentaje de cotransferencia de resistencia asociada entre
tetraciclina-vancomicina, eritromicina-vancomicina, y vancomicina -eritromicina -
tetraciclina, actuando como receptor E. faeca/Is JH2-2.
DONANTE NC %co NC %co NC %CO %co
TET R itT-VAN ERM R ERM-VAN VAN R VAN-ERM VAN-TET
RYC37509 S S 15 33 32 90 S
RYC44749 52 100 58 100 110 100 0
PE282 S S 200 100 150 100 S
PE436 44 97 60 100 120 100 0
PE477 25 92 115 100 107 100 0
PE491 48 100 112 100 123 100 0
MT77628 S S 80 100 112 100 5
MT77693 60 96 123 100 97 100 0
NO: numero de clones seleccionados % CO: % de cotransíerencia
El 100% de los clones obtenidos en la conjugación entre 3H2-2 y los
aislados RYC44749, PE282, PE4SS, PE477, PE491, MT77628, MT77693
seleccionados en vancomicina fueron resistentes a eritromicina, y el 90 % de los
obtenidos con la cepa RYC35OS. No obtuvimos clones resistentes a tetraciclina en
ningún caso (Tabla 3.21).
Las frecuencias de conjugación en filtro obtenidas para eritromicina fueron
de un orden de magnitud menor o iguales a las obtenidas con vancomicina para cada
aislado. Entre 60 y 200 transeonjugantes de los aislados RYC44749, PE282, PE435,
PE477, PE491, MT77628,y MT77693 obtenidos de fa selección con eritromicina (10
¿sg/mí) se plaquearon sobre vancomicina <50pg/ml) resultando todos resistentes a ésta.
Sin embargo, sólo el 33% de los tranaconjugantes obtenidos con el aislado RYCS76OS
seleccionando con eritromicina fueron resistentes a vancomicina (Tabla 3.21),
La tetraciclina se transfirió con menor frecuencia que eritromicina o
vancomicina. Las frecuencias obtenidas se encuentran entre 1 io~ y 7,5 ~Q-fi,no se
detectaron transconjugantes con el aislado RY037609. La proporción de
transconjugantes seleccionados en tetraciclina resistentes a los otros das
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antimicrobianos fue entre ef 92 y 100 % según el donante. Los valores obtenidos son
semejantes a las frecuencias de conjugación de transposones como el Tn9 16,
resistentes a tetraciclina (44).
Los transconjugantes seleccionados de cada cepa también transfirieron
la resistencia a glicopéptidos por conjugación en caldo utilizando la cepa E. faecalls
0GW como receptora.
En la Tabla 3.22 figura el fenotipo de resistencia de cada cepa, así como
él de uno de los transeonjugantes seleccionado sobre vancomicina,
Tabla 3.22. Fenotipos de resistencia de los aislados resistentes a vancomicina
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Tabla 3.23. También estudiamos la capacidad de originar acúmulos en las cepas
OG1X<pAM3E1), OG1X<pAM714), que responden a las feromonas cPD1, cADi,
respectivamente con filtrados de los aislados RYC44749, PE435, PE477, PE491, y
MT77693; así como con los de sus transconjugantes JVR-2, JVR-4, ,JVR-5, JVR-6, y
JVR-8 los resultados obtenidos se describen en la Tabla 3.24.
Tabla 223. Estudio de la capacidad agregante de los aislados clínicos con
filtrados obtenidos de las cepas .JH2-2, OG1X(pAM351), OG1X<pAM714), FA373, 3.
oureus ATCC2921 2.
CEPA A AGREGAR FILTRADOS
JH2-2 OG1X OG1X FA373 ATCC
fpAMZBl) <pAM714) 29212 HEWITT
RYC44749 + + d + -
PE282
PE435 + + d
PE4Y7 + + + + -
PE491 + + d + -
MT77628 -
MT77693 + + d + -
d: caldo turbio con ligera formación de acómulos. Todd Hewltt: crecimiento sin adición de filtrado.
Tabla 3.24. Estudio de la capacidad agregante de las cepas *42-2,
OG1X<pAM351), 0G1X<pAM714) con filtrados de los aislados clínicos RYC44749,
PE435, PE477, PE491, MT77693, y los tranaconiuganteS JVR-2, ,JVR-4, JVR-5, JVR-6,
y ,JVR-8
CEPA A AGREGAR FILTRADOS
JH2-2 AYO JVR-2 PE JVR-4 PE jvfl-E PE JVR-6 MT JVE-8
44749 435 477 491 77693
OG1X<pAM3S1) + + -4 + + + + + + + +
OG1X(pAM714> + d d d d d d d d d +
d: caldo turbio con ligera formación de acúmulos
104
Resultados
Los aislados PE282y MT77628 no responden a las feromonas exploradas
al no producirse acúmulos en presencia de filtrados de E. faeca//s JH2-2, OG1X, FA373
y S. aureus ATCC2921 2 <Tabla 3.23).
Los aislados RYC44749, PE435, PE477, PE491, y MT77693 responden
a alguna de las múltiples feromonas producidas por E. faeca/is JH2-2. También, forman
acúmulos con los cultivos filtrados de OG1 X<pAMSS1) y FA373, que no producen las
feromonas cPDl y cAM373, de éstos resultados concluimos que los aislados no
responden a cPD1 y cAM373, en el caso de ésta última lo confirmamos por Fa
incapacidad para originar acúmulos con los filtrados de S. aureus ATCC2921 2 (produce
únicamente cAM373) (Tabla 3.23). La respuesta a la feromona cADí no es
concluyente, al producirse con filtrados de 001 X(pAM714) escasos acúmulos con las
cepas RYC44749, PE435, PE491 , MT77693, de igual forma ~osfiltrados de RYC44749,
JVR-2, PE435, JVR-4, PE477, ~JVR-5,PE491 , y MT77693 producen algunos agregados
con OG1X(pAM714), mientras que los filtrados de FE477y JVR-8 producen acúrnulos
evidentes (Tabla 3.24). Con objeto de cuantificar la respuesta a cADí titulamos la
formación de agregados de RYC44749con filtrados de JH2-2, FA373, 001 X(pAM3E 1)
y OG1X(pAM714), los resultados fueron 1/32,1/32,1/16, ‘y 1/4respectivamente. Del
conjunto de ensayos podemos afirmar que cada uno de los aislados que responden a
feromonas lo hacen a feromonas distintas de cPD1, cAM37S, y cADí aunque podrían
estar relacionadas con esta última.
3.8 ANALISIS DEL ADN PLASMIDICO
Todas las cepas estudiadas presentaron una única banda de ADN
plasmídico, excepto el aislado E. av/um S0N144, al que no se le observó ninguna
banda. Los transconjugantes obtenidos en E. foeca//s JH2-2, se sometieron a minilisis
alcalina y posteriormente se analizaron en gel de agarosa al 0,6%, observándose en





1. 2 3 4 5 6 7 » g
TAMAÑO DE LOS FRAGMENTOS EN Kb
1 2 34 5 6 7 8 9
23,1 ¡5,0 10,0 9,2 11,4 ¡0,0 17,3 ¡0,0 ¡0,0
RA 4,5 9,7 8,1 ¶1,4 9,7 6,0 9,7 9,7
6,6 3,5 9,7 7,9 9,4 9,7 6,5 97 97 acunO—
4,3 3,2 6,4 7,4 7,0 8,1 6,4 6,4 6,4 IO0OO—~ ____ ____ —
= — — —
2,3 2,9 6,1 7,4 4,0 7,0 5,4 6,1 8,1 ____ ~
2,0 2,5 7,2 7,2 3,8 4,0 4,6 7,2 7,2
2,0 7,0 7,2 3,2 3,8 4,3 7,0 7,0
1,3 4,0 7,0 1,6 3,2 3,6 4,0 4,0 —
1,0 3,6 6,6 1,3 1,6 3,6 3,6 CtS
3,2 5,9 1,1 1,3 1,4 3,2 3,2 — — —
1.8 5,6 1,1 1,8 1,6 —~
1,3 4,7 1,3 1,3 —






Figura 3.17. Representación de los plásmidos de las aislados clínicos digeridos
con la enzima H¡ndlil. Carriles 1: Lambda Hindlll, 2: RYC37509<pVR-1>, 3:
RYC44749<pVR-2), 4: PE282<pVA-3), 5: PE435jpVA-4), 6: PE4Y7IpVR-5>, 7:
PE49 1 (pVR-5), 8: MT77628 (pVR-2>, 9: MT77693<pVA-2).
Los perfiles de fragmentos resultantes de las digestiones con EcoRI y
Hlndlll de los plásmidos de las cepas RYC44749, MT77628, y MT77693 resultaron
idénticos, denominándose el plásmido común como pVR-2 (Figuras 3.15, 3.16 y 3.17).
La digestión de pVA-2 con Ecofll proporcionó once fragmentos de 1 7, 3, 13,7, 8, 6,5,
6,4, 5,4,4,5,4,3,3,8,3,6, y 1,4Kb; la enzimafl/ndlll produjotrecefragmentosde 10,
9,7, 9,7, 8,4, 8,1, 7,2, 7, 4, 3,8, 3,2, 1,8, 1,3, y 1,1 Kb. El piásmido tiene un tamaño
calculado de aproximadamente 75 Kb.
El plásmido de la cepa PE282 resultó mucho mayor que el resto, presenté
un tamaño de aproximadamente 103 Kb, y lo hemos denominado pVA-3. La digestión
con EcoRí dio lugar a catorce fragmentos de: 16, 12, 10,5, 8,4, 8, 6,7, 6,2, 5,8, 5,6,
4,6, 4,3, 3,6, 3,4, y 2,9 Kb, los fragmentos obtenidos con H/ndIll fueron dieciocho, de
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los siguientes tamaños: 9,2, 8,1, 7,9, 7,4, 7,4, 7,2,7,2,7, 6,6, 5,9,5,8,4,7,4,3,8,
3,5,2,3,2, y 0,8 Kb <Figuras 3.16 y 3.17) -
La cepa PE435 posee un plásmido, pJVR-4, de aproximadamente 52 Kb.
Los nueve fragmentos obtenidos de la digestión con EcaRl tienen un tamaño equivalente
al piásmido pVR-2, excepto el de 16,4 Kb. Además, se diferencia de pVR-2 por la
ausencia de dos fragmentos, uno de 13,7 Kb y otro de 8 Kb. El patrón de restricción
obtenido con Hindlli fue idéntico al de pVR-2 si comparamos los siete fragmentos de
menos de siete kilobases. Sin embargo, los fragmentos de mayor tamaño presentaron
diferencias notables <Figuras 3.15, 3,16 y 3.17).
Los aislados PE477 y PE491 poseen un piásmido de unas 60 Kb, que
presenta idéntico patrón cuando se digirió con EcoRí y HindILl, y que denominamos pVR-
5. De la digestión con EcoRí se obtuvieron diez fragmentos que comparten tamaño con
los originados de la digestión de pVR-2 con la misma enzima. pVR-5 se diferencia del
último en la ausencia de un fragmento de 13,7 Kb. La digestión con HindlIi también
pone de manifiesto la relación de ambos plásmidos: pVR-5 no posee dos fragmentos de
8,4 y 7,2, Kb que están presentes en pVR-2.
La digestión con EcoRl de los piásmidos pVR-1, pVR-2, pVR-3, pVR-4, y
pVR-5 proporcionó fragmentos de igual tamaño, en todos se observaron dos fragmentos
de 4,3 y 3,6 Kb; un fragmento de 1,4 Kb estaba presente en todos excepto pVR-3.
Todos los plásmidos excepto pVR-1 poseen fragmentos dc 4,5 Kb. La digestión con
Hindill de los distintos plásmidos no produjo ningún fragmento que compartiese tamaño.





Las primeras publicaciones donde se citan enterococos resistentes a
vancomicina tienen lugar en los años 1969 y 1973<114, 232), pero nc se consideró
el desarrollo de esta resistencia como un problema serio hasta el trabajo de LJttiey y
cois. en 1988, en el que describen múltiples aislamientos de enterococos resistentes a
vancomicina asociados al tratamiento emprrico con vancomicina y ceftazidima de sepsis
de etiología desconocida (237). A partir de ese año aparecen varias publicaciones que
describenyestudian el mecanismode resistencia a glicopéptidos (132,142,143,213).
Tras la detección, en el Hospital Ramón y Cajal, de dos cepas de
enterococos resistentes a vancomicina en el verano de 1988, nos propusimos
caracterizar su mecanismo de resistencia, así como el de las cepas que nos fueron
enviadas en 1989 de los hospitales Príncipes de España <Barcelona), Mutua de Tarrasa
<Tarrasa, Barcelona>, y Son Dureta <Palma de Mallorca), Corresponden a los primeros
aislamientos que se produjeron en España, ya que el primero fue documentado en el año
1987, un E. foecofis enviado al Center for Disease Control de Atlanta (108). Las estirpes
estudiadas son 7 E. faeca/is, 1 E. faecium y 1 E. avium. Es destacable que la mayoría
de las cepas españolas corresponden a E. faecolls mientras que en gran parte de las
publicaciones se mencionan mayoritariamente E. ¡aec/um (39, 142, 143, 213, 237,
238). Los E. av/um descritos son excepcionales (89, 238). Otras especies en las que
se han encontrado resistencia a glicopéptidos son E. ga/llnorum <58, 39, 144), E.
casse//f/avus <68, 39, 144), E. ralflnosus <39), y E. durons <102, 234).
Hemos analizado la sensibilidad de 3.333 enterococos aislados en el
Hospital Ramón y Cajal en el períodO 1988-1993,con objeto de comparar su patrón de
sensibilidad con él de los aislados resistentes a vancomicina, y conocer la frecuencia de
cepas resistentes en un hospital general.
El patrón de sensibilidad de los EnteraCocdUS fue considerado constante
durante cierto tiempo al mantenerse uniformemente sensibles a aminopenicilinas y
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‘~ con resistencia de bajo nivel a aminoglicósidos. En la actualidad es
~,r~cisasu vigilancLa periódica al ser cada vez más común la resistencia de alto nivel a
0treptomicina y gentamicina en E. fosco/ls yE. faeclum ya IL-lactémicos en E. faecium.
~aysony cois. han puesto de manifiesto los cambios de sensibilidad a lo largo del
~¡emPo en un trabajo donde estudiaron las CMI a ~-lactámicosde E. faeclum aisladas
1968 de una población de las islas Salomón, que nunca había sido expuesta a los
~ritibióticos~n aislados efectuados entre los años 1989 y 1990 de un hospital de
r~wssachusetts Hallaron alta susceptibilidad a I&-lactámicos en los aislados de las islas
selomón <92). Nuestro estudio abarca un periodo de seis años, 1 988-1 993, en los
~uaiS5los patrones de sensibilidad no han sufrido cambios apreciables salvo en el grupo
las quinolonas y en el cloranfenicol.
La tasa de resistencia de las 3.333 cepas de enterococos estudiadas fue
~e
1 5,16%, 3,15%, y 3,16% para penicilina, ampicilina y ampicilina /suibactam
respectivamente. El 3,15% de aislados resistentes a ampicilina es equivalente al
publicado en otros trabajos canadienses y españoles, 2,9% y 4,2 % respectivamente
<28, 35). No obstante es inferior a los resultados de Watanakunakorfl <8,9%) con
aislados de hemocuitivo efectuados entre 1990 y 1991 <253), aunque el mismo autor
con cepas de igual procedencia publicó <1 % de resistentes en un estudio de la década
anterior <252). Nuestras tasas de resistencia a ampicilina son también inferiores a los
Publicados por autores estadounidenses, ingleses e italianos (90, 93, 241)~
Al igual que otros autores, hallamos a ampicilina ligeramente más activa
~ue penicilina, con CM1
90 de 2 y 4¿sg/ml respectivamente <85, 90, 93)-
La evolución de la sensibilidad de ampicilina, penicilina, y
~rnpiciiina/sulbactamsiguen la misma tendencia, observándose un incremento de la
resistencia en el tramo 1968-1990 Las causas que explican la elevada proporción de
~¡~lados resistentes a ampicilina, y especialmente a penicilina, de 1990 no es conocida,
~~4nquepodría estar relacionada con la proporción de E. foso/un? y E. (asca/ls
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tudíados. Observamos una ligera tendencia hacia e! incremento de cepas resistentes
ampicilina; en 1993 se encontraron 1,88% más que en 1988. Sin embargo, esta
rdida de actividad es más evidente si consideramos los porcentajes de cepas con CMI
1; en estas cepas, la disminución entre 1988 y 1993 es del 5,72%.
El 87,47% de las 3.034 cepas ensayadas fueron sensibles a fosfomicfna
Ml =32 ¿sg/mí). Las diferencias Enteranuales no sufren variaciones considerables ni
~uenuna tendencia. La proporción de aislados sensibles es superior al 52,5%
municado por Rodeño (197>. La fosfomicina podría ser una alternativa en el
itamiento de infecciones producidas por enterococos resistentes a f~-lactámicos y/o
copéptidos.
El 99,16% de los 3.333 aislados son sensibles a vancomicina, el 0,18%
esentan sensibilidad intermedia <CMI 8-1 6 ¿sg/mI), y el 0,66% son resistentes <CMI
1 6pg/ml>. Se observa una distribución irregular de las cepas resistentes en el perfodo
estudio, 1990 fue el año con mayor porcentaje (1,89%> y 1992 el de menor
,1 1%>.
El número de cepas resistentes a vancomicina es semejante a las
¡contractas en varios trabajos de diferentes paIses <90,241>, aunque discrepan con los
suitados de trabajos como los de FIournoy (74) y Woodford y cois. (262} que
¡contraron un 22% y 27,2% respectivamente de resistencia. En el primero, se
oporcionan datos de E. faecium aislados de pacientes que reciben asistencia de
¡fermeria domiciliaria <74), resulta inexplicable el alto porcentaje de cepas resistentes
lo comparamos con el 11 % de cepas resistentes aisladas de áreas de cuidados
~ensivosen U.S.A. (36). Woodford y cois. aportan datos de un laboratorio de
ferencia del Reino Unido, este origen hace que la cifra dei 27,2% no sea comparable
n los datos de hospitales generales <90,241). Además, consideran resistentes a partir
>4 ¿sg/mi de vancomicina <262), mientras que el NCCLS considera =32 ¿sg/mi




sensibilidad intermedia muy inferior al 11,23% publicado por Watanakunakorn de cepas
aisladas de hemocultivo (253). Los enterococos resistentes a vancomicina también se
han encontrado en aguas residuales en una proporción similar o algo inferior a los
hallados en clínica. La proporción de enterococos resistentes fue de alrededor del 0,4%
en un estudio realizado por nosotros en aguas del río Ebro (234), y entre 0,1 y 0,01%
en los datos comunicados por un grupo alemán <134).
La resistencia de alto nivel a estreptomicina fue deI 39,57%, equivalente
a la encontrada por otros autores en hospitales españoles <33 ,197); la frecuencia de
resistencia hallada por nosotros presenta un valor medio entre las publicadas por
algunos autores estadounidenses e ingleses <90,93) con menos del 25% de resistencia,
y las comunicadas por otros centros estadounidenses e italianos que poseen más del
50% de cepas resistentes (159, 241). El 32% de los aislados efectuados entre 1992
y 1993 poseen resistencia de alto nivel a gentamicina, tasa comprendida entre el 20 y
40% que comunican autores de procedencia diversa <33, 90, 197, 241, 262).
La sensibilidad a cloranfenicol ha sufrido una disminución progresiva en
el período analizado, pasando dei 73,24% inicial al 53,88% de 1993. Este hecho resulta
especialmente llamativo debido a la reducción en el consumo humano de este fármaco.
Es posible que los genes de resistencia puedan estar asociados a los de otros
antimicrobianos que s< se prescriben, o bien el cloranfenicol se utiliza abusivamente en
alimentación animal. Tetraciclina y eritromicina son inactivas para más del 50% de las
cepas ensayadas.
La evolución de la sensibilidad a cotrimoxazol sufrió un valle en 1990 y
1991 ,donde cayó al 80%, mientras que en el resto del período se mantuvo próxima al
90%.
El número de cepas resistentes a norfioxacina se ha multiplicado por
quince entre 1988 <2,34%) y 1993 <35,09%). El incremento de la resistencia a
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ciprofloxacina también ha sido apreciable pasando del 13,13% de 1989 al 31,97% de
1993. Nuestros datos concuerdan con los de Schaberg y cols. <209), que obtuvieron
una sensibilidad a la ciprofloxacina del 100% con aislados de enterococo resistentes a
aminoglicósidos del perIodo 1986-1986, que se redujo a un 76% <24% de resistentes)
con aislados del mismo tipo en el perIodo 1 989-1 990. Woodford y cois. han publicado
que el 61,2% de las cepas recibidas en un centrode referencia británico son resistentes
<262>. Resultados que sin duda tienen relación con la difusión del uso de las quinolonas.
Estos datos contrastan con los obtenidos por Gordon y cols. <90) que sólo encuentran
un 1,3% resistentes, considerando la CMI =4ug/ml como punto de corte y no > 2
¿sg/ml como nosotros.
El estudio de sensibilidad de las nueve cepas de enterococos, 7 de E.
foecolls, 1 de E. faeclum, y 1 de E. avium, resistentes a vancomicina, refiejó que todos
fueron sensibles a ampicilina, con excepción de E. fasc/um RYC375O9también lo fueron
a penicilina. La CMI obtenida por cada cepa fue igual o inferior a la CMI»0 de ampicilina
y penicilina con las excepciones de E. ovlum S0N144 con CM! de 4 ¿sg/ml para
ampicilina y E. faec/um RYC37509 con CMI =Sp/ml para penicilina. Ampicilina fue el
B-iactámico más activo seguido de imipenem, penicilina, piperacilina y meropenem.
Nuestros datos contrastan con muchas de las publicaciones que describen enterococos
resistentes a vancomicina, ya que hacen referencia principalmente a E. (sso/am
resistentes a ampicilina <22, 39, 61, 107,142,143,174,213,238, 257>. En estudios
donde se incluyen E. faeca/is, como en nuestro caso, resultan mayoritariamente
sensibles a ampicilina <61,238,267), aunque en dos artículos estadounidenses han sido
descritos aislados productores de [A-lactamasa<149,107).
Ninguna cepavancomicina-resistente presentó resistencia acloranfenicol,
quinolonas, nitrofurantoina, cotrimoxazol, ni resistencia de alto nivel a estreptomicina,
resultando semejantes a la mayoría de los aislados del Hospital Ramón y Cajal, o si
cabe, algo más sensibles, ya que hemos descrito tasas próximas al 40% de resistencia
para norfioxacina, cloranfenicol, y resistencia de alto nivel a estreptomicina. En algunos
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estudios se han citado enterococos resistentes a vancomicina con resistencia de alto
nivel a estreptomicina y/o gentamicina <39, 142, 238).
La resistencia a eritromicina ha sido asociada frecuentemente con la
resistencia a vancomicina (108, 142, 143, 174, 238). En nuestra serie todos los
aislamientos fueron resistentes salvo E. av/um SONí 44, una tase muy superior a la
observada en los aislados vancomicina-sensibles del Hospital Ramón y Cajel, en los que
encontramos el 53% resistentes. Seis de los nueve aislados fueron resistentes a
tetraciclina proporción similar a la descrita para el conjunto de aislados del período
1988-1993. Únicamente los dos E. faeca/is procedentes de la Mutua de Tarrasa fueron
resistentes a fosfomicina.
Todos los aislados de este estudio presentaron CMI de 512 ¿sg/ml para
vancomicina, excepto E. oviurn S0N144 que tuvo 2048 ¿sg/ml. El rango de la CMI a
teicoplanina se encontró entre 128 y 32pg/ml, presentando por tanto resistencia de alto
nivel a vancomicina y teicopianina, al considerarse ésta cuando se poseen CMI mayores
o iguales a 64 y 16 ¿sg/ml respectivamente <48). Los valores de las CMI obtenfdas para
vancomicina y teicopianina son semejantes a los publicados por otros autores con cepas
que también poseen resistencia de alto nivel a vancomicina <142,143,174,213,216>,
aunque la CMI obtenida para la cepa de E. avium es la más alta de todas las
comunicadas. A la luz de estos datos podríamos considerar a todos los aislados como
pertenecientes al fenotipo yanA, no pudiéndose descartar totalmente el fenotipo VanB
al haber sido descrito cepas de este fenotipo resistentes a teicoplanina <115) y otras con
CMI de hasta 1 024¡i/mI de vancomicina (187). Como en otros trabajos observamos que
la sensibilidad a daptomicina no esta relacionada con la resistencia a vancomicina y
teicoplanina, al mantenerse sensibles todos los aislados <61, 107, 143, 174).
Los primeros trabajos sobre la resistencia a vancomicina pusieron de
manifiesto que en los fenotipos yanA y VanB la resistencia se expresaba de forma
inducible <142, 143, 213, 216, 268); sin embargo en el fenotipo VanC la expresión es
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constitutiva <217). En nuestro trabajo, la caracterización del mecanismo de resistencia
a glicopéptidos se inició con el estudio de inducibilidad de la resistencia por
vancomicina. Se pudo comprobar que los 7 E. faeca/is y el E. ¡eec/am presentaron un
retraso en el tiempo de latencia mayor en caldo con vancomicina cuando el preinóculo
no provenía de un cultivo con vancomicina <Figuras 3.1 y 3.2>, Al presentar resistencia
inducible nuestros aislamientos pueden ser incluidos en los fenotipos VenA o VanB, La
estirpe E. av/am S0N144 no presentó retraso en el tiempo de latencia en caldo con
vancomicina cuando el preinóculo procedía de un cultivo crecido sin vancomicina con
respecto al preinóculo con vancomicina (Figura 3.3); por tanto, posee resistencia no
inducible a glicopéptidos. El único fenotipo que presenta resistencia constitutiva es
VanC, hallado exclusivamente en E. ,qo//lnarum, E. 1/avescens y E. cassellf/a vas pero el
nivel de resistencia a vancomicina es bajo, no superando los 32 pgfml, y la CMI de
teicoplanina es = lp/ml (7), mientras que las CMI de E. av/am S0N144 para
vancomicina y teicoplanina son de 2048 y 126 ¿sg/ml respectivamente, no pudiendo
incluirse en este fenotipo ni en yanA o VanB.
Shlaes y cois. fue el primero en asociar, en ent&ococos de fenotipo
yanA, una proteína inducible de 39-40 KD con la resistencia a vancomicina (214,216),
lo que posteriormente fue confirmado por otros autores <59). En los de fenotipo VanE,
Williamson y cols. observaron la inducción de una proteína de 39,5 KO, VanB <258),
que como yanA es una D-Ala-D-Ala-iigasa (66> Los extractos crudos de cada uno de
los aislados de nuestro estudio, crecidos en presencie y ausencia de 50 pg/ml de
vancomicina, se analizaron en geles de poliacrilamida al 12%, y se observó en todas las
cepas, excepto en el E. av/am S0N144, la presencia de una banda con un peso
aproximado de 39,8 KO ausente en los extractos crecidos sin vancomicina. Esta banda
es de hecho equivalente a la de las proteínas yanA y VanB descritas previamente. En
nuestro caso, se ha identificado como yanA, de acuerdo con el fenotipo del conjunto
de cepas, y en los datos que se discutirán posteriormente de la hibridación con un
oligonucieótido específico del gen venA.
118
Discusión
Al inmunizar conejos con un extracto de membranas de la estirpe JVR-.2
crecida en presencia de vancomicina y adyuvante completo de Freund, se obtuvo en
primer lugar un antisuero que reaccionaba con gran parte de las proteínas de los
extractos. Cuando éste antisuero fue purificado parcialmente mediante absorciones
sucesivas con extractos de la misma cepa crecidos en ausencia de vancomicina, el
producto final fue capaz de reconocer específicamente la banda de 39,8 KD. Este
antisuero denominado anti-39K12, se utilizó para facilitar la observación de la proteína
inducible en los geles de poliacrilamida en ensayos posteriores, y para estudiar su
presencia, o de proteínas relacionadas, en el aislado E. ev/am SONl44en el que no se
hablen detectado proteínas inducibles por vancomicina, quizás debido a que la
resistencia fuese constitutiva. Los resultados obtenidos reveían que los extractos de E.
0v/am crecidos con y sin vancomicina no reaccionaron con el antisuero anti-39KD,
indicando la falta de relación con el resto de los aislados resistentes.
En las Figuras 3.9.A, 3.9.E y 3.10 se puede observar que todos los
extractos, excepto los de E. av/am 60N144, reaccionan con el antisuero anti-39KD
cuando fueron crecidos en presencia de vancomicina. Los extractos de E. foeciam
RYC37509 crecidos con y sin vancomicina reaccionan con otra proteína de 29 KD
aproximadamente. Esta proteína probablemente no está relacionada con la resistencia,
ya que los extractos de la cepa E. fosca/ls JVR-l <transconjugante de E. faecium
RYC37509> no presentan esa banda, y sin embargo si’ aparece en otros E. foso/am
resistentes a vancomicina estudiados por nosotros <234>.
Con objeto de conocer algo más del mecanismo de resistencia de nuestras
cepas, efectuamos un estudio de sensibilidad en presencia de cloruro sódico al 7%. Los
aislados fueron 4 a 8 veces más sensibles a vancomicina y teicoplanina (CMI en el
rango sensible, entre 2 y 0,25pg/ml). Wiliiamson y cois, observaron resultados similares
con E. ¡eec/am 0366 de fenotipo VanB (258). La reversión de la sensibilidad a
glicopéptidos puede deberse a que la presencia de NaCí al 7% impidiese la activación
del sensor VanS por vancomicirla, caso de que ésta fuese la activadora, debido al
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incremento de fuerza iónica, Esta hipótesis parece improbable, si tenemos en cuenta que
una molécula no relacionada con los glicopéptidos pero capaz de inhibir la reacción de
transglicosilación, la moenomicina, también induce la resistencia a vancomicina y la
síntesis de yanA <106). Si VanS respondiese al incremento de presión sobre la
membrana citoplásmatica previo a la lisis inducida por el glicopéptido, la presencia de
un medio extracelular hiperosmótico no provocaría cambios de presión, no activándose
el sistema VanS-VanR. No obstante, esto implicerfa que cualquier antimicrobiano que
actúe sobre la pared celular inducirá la resistencia glicopéptidos, fenómeno que no
ocurre en presencia de concentraciones suhinhibitorias de ampicilina, fosfomicina, y D-
cicloserina como se ha mostrado en la Figura 3.11. No se detectó le producción de
VanA mediante “inmunoblot” con el antisuero anti-39KD en presencia de estos
fármacos. Resultados similares han sido obtenidos por Handwerger y Kolokathis <108).
El efecto del cloruro sódico así como el de algunos aminoácidos (267) en la reversión
de la sensibilidad sólo podrá ser explicado cuando se conozca el mecanismo de
inducción por VanS (249)- Si el sistema de regulación es activado por señales de lesión
de la pared celular producidas por vancomicina, experimentos de expresión de estos
genes, una vez donados en una bacteria intrínsecamente resistente a vancomicina, y
en presencia de vancomicina, podría dar la solución. En estas condiciones al sistema
VanS-VanR no debería expresarse. Si lo hace, es que VanS responde directamente a la
vancomicina-
El análisis de las PBP puso de manifiesto la ausencia de alteraciones en
el patrón de PBP de extractos de membrana de las cepas E. faecium RYC37609 y E.
faecafis RYC44749 crecidas con y sin varicornicina, confirmando los resultados
obtenidos por otros autores con cepas de fenotipo yanA <100,107> y VanB <268, 107).
La cepa E. av¡um SON1 44 fue la única incapaz de transferirla resistencia
a glicopéptidos mediante conjugación en filtro a las estirpes JH2-2 u OGIX. El resto de
los aislados transfirieron la resistencia a la cepa JH2-2 tanto en filtro como en caldo,
con la excepción del E. ¡eec/am 8YC37509 que sólo lo hizo en filtro, y con una
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frecuencia de conjugación de 2,Exl 06, dentro del rango de 1 Q-6 a 1 0~ de la mayoría de
los artículos publicados <61,143,174,213,216,238). El restodelas cepasE. feecalls
obtuvieron frecuencias de conjugación en filtro entre 1x101 y 2,5 xi Q», mientras que
en caído fueron en general de un orden de magnitud menor, entre lx í0’ y 2x 1 O-a. Son
pocos los artículos que describen transferencia de resistencia a vancomicina con
frecuencias de conjugación del orden de 10.2 <61, 108).
Las altas frecuencias de conjugación obtenidas sugirieron la implicación
de feromonas. Handwerger y cois. caracterizaron una cepa de E. faeoium, aislado en
España, que transfirió el plésmido pHKK100 con resistencia a vancomicina mediante
conjugación con frecuencia de 2,Bx 1 02, siendo la primera vez que se ha descrito una
cepa de E.faeciurn que alberga un plásmido que responde a feromonas y también la
primera asociación entre feromonas y la resistencia a glicopéptidos (108>, Los aislados
RYC44749, PE435, F’E477, PE4S1, M177693 y sus tranaconjugantes respectivos
responden a una o varias feromonas distintas de cPD1, cAM373, y cADi, aunque
podrían estar relacionadas con esta última. No podemos afirmar que los aislados
respondan a la misma feromona, aunque el hecho de que todos los aislados clínicos que
responden a feromonas tengan un comportamiento similar con las estirpes FA373,
OG1X(pAM351> y especialmente con OG1X(pAM714) podría sugerirlo.
Ninguna de las cepas ni de sus transconjugantes fue productor de
bacteriocinas y/o hemolisina, productos codificados por plásrnidos que en ocasiones han
sido asociados a plásmidos que responden a feromonas (43, 45, 124), Handwerger y
cois, demostraron la producción de heniolisina codificada por el plásmido pHKK100 que
responde a feromonas y alberga resistencia a vancomicina (105).
Todos los aislados excepto E. av/am S0N144 sonde genotipo VanA- La
caracterización se efectuó mediante hibridación del ADN total de cada uno de los




El análisis del ADN plasmidíco puso de manifiesto su presencia en todos
los aislados capaces de transferir la resistencia por conjugación. La única cepa de la que
no obtuvimos ADN piasmídico fue E. ovfum SON 144. HaLlamos un solo plésmido por
estirpe aunque es frecuente la presencia de múltiples plásmidos en los aislados de
enterococos, especialmente en los de la especie E. faac/um <39, 43). Los genes de
resistencia a vancomicina se encuentran en los plásmidos de cada aislado ya que el
oligonucleótido hibridó con cada uno de ellos.
La localización de la agrupación de genes variA mayoritariamente es
plasmfdica, aunque también se han descrito cepas con genes venA situados en el
cromosoma <261). El gen venA ha sido hallado en plásmidos de diversos tamaños entre
34 y 60 KB, siendo el rango de tamaño más frecuente el de 34-40 Kb <142, 143, 238,
261), y mas infrecuentemente los plásmidos de 40-50 (61), 55 (105) y 60 Kb (39,
238). La mayoría de los plásmidos de nuestros aislados tienen tamaños similares a los
indicados anteriormente, entre 36 y 70 Kb, pero la cepa PE282 posee un plásmido de
105 Kb que es el mayor de los descritos.
De las ocho cepas con ADM plasmldico hemos encontrado E patrones de
restricción diferentes con las enzimas EcoRí y HindIIi, El plásmido pVR-2 lo poseen tres
estirpes RYC44749, MT77628, y MT77693, los dos últimos aislados en el Hospital de
la Mutua de Tarrasa y el primero en el Hospital Ramón y Cajel de Madrid entre los años
1988 y 1989. El piásmido pVR-5 se encuentra en dos aislados, PE477 y PE491, del
Hospital Príncipes de España de Barcelona. Los plásmidos pVR-1, pVR-3, y pVR-4 se
han hallado en un único aislado respectivamente en RYC37509, PE282, y PE435.
Los plásmidos pVR-2, pV3-4, y pVR-5 están muy relacionados ya que
comparten la mayoría de los fragmentos obtenidos de la digestión con EcoRí, a pVR-5
le falta un fragmento de 13 Kb que posee pVR-2, y a pVR-4 le falta además del
fragmento de 13 Kb otro de 8 Kb siendo este la única diferencia con pVR-4. La digestión
con Hlndlll confirmó la relación de los piásmidos pVR-2, pVR-4, y pVR-6, así pVR-5
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tiene el mismo patrón que pVR-2 excepto dos fragmentos de 8,4 y 7,2 Kb, pVR-4 se
diferencia de pVR-5 por la ausencia de un fragmento de 8,1 Kb y que presenta un
fragmento doble de 10,4 Kb mientras que pVR-5 tiene un fragmento simple de 10 Kb.
Todos los piásmidos estudiados por nosotros parecen estar estrechamente
relacionados. En un ensayo no recogido en este trabajo observamos que cada uno de
los piésmidos marcado con E22 mediante nick transíation” hibridaba con prácticamente
la totalidad de los fragmentos originados en la digestión con EcoRI del resto de los
plásrr idos.
La diseminación interhospitalaria de piásmidos con resistencia a
vancomicina ha sido descrita previamente con implicación de varios centros
estadounidenses de distintas ciudades (39), No obstante, en esa trabajo no se
estudiaron los plésmidos mediante análisis del patrón de restricción, y por tanto no
quedo inequívocamente demostrada la identidad de los plásmidos estudiados. sr se
comprobó la identidad de las cepas resistentes a vancomicina mediante el análisis de
electroforesis de geles en campo pulsado, y del patrón bandas plasmidicas. En nuestro
caso se pudo demostrar la diseminación de un plásmido en hospitales de diferentes
ciudades. Aunque la mayoría de los trabajos recomiendan la realización de estudios
epidemiológicos en enterococos resistentes mediantetécnicas de electroforesis de geles
en campo pulsado <22,39,201)0 ribotipia <261), nosotros consideramos que cuando
la resistencia es plasmidica es preciso conocer además la epidemiología de esos
piásmidos y ello especialmente como, en nuestro caso, cuando son conjugativos.
La localización del gen venA en un fragmento de 4,3 Kb en todos los
plásmidos estudiados, y el patrón de restricción concuerda con el mapa del transposon
Tn1546 (Figura 4W que presenta 3 puntos de corte EcoRi, produciéndose tras la
digestión dos fragmentos uno de 4,113 Kb y otro de 5,677 Kb. Consideramos que el
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Figura 4.1. Mapa del transposdn TnlB4Gen el que aparecen las posiciones de
las diferentes dianas para las enzimas de restricción <12>.
fragmento de 4,113 Kb donde se sitúa yanA es equivalente al de 4,3 Kb calculado por
nosotros. En cuanto al fragmento de 5,677 Kb, todos los plásmidos excepto pVR-1
presentan un fragmento de 5,4 o 5,6 Kb. La hibridación con el oligonucleótido 5’-
CAGCTGTACTCTCGCCGGAT-3’de los piásmidos digeridos con H¡ndlll revela que todos
excepto pVR-1 poseen el gen venA en un fragmento de 7 Kb. El Tnlb4B digerido con
Hin dlii proporciona un fragmento de 7,1 16 Kb que alberga a yanA, y otros dos
fragmentos, uno de 1,163 kb y otro mayor de 2,567 Kb. Todos los plésmidos de
nuestro estudio incluyendo a pVR-1 poseen un fragmento de 0,8 a 1,1 Kb
probablemente equivalente al de 1,163 Kb. El fragmento de 4,5 Kb de pVR-1 es el que
híbrida con el oligonucleótido E¡~CAGCTGTACTCTCGCCGGAT3 y no posee ningún
fragmento de 7 Kb, lo que nos induce a proponer la inclusión de un fragmento en el
transposon con al menos una diana Hindlll. Este tipo de inserciones ya han sido
demostradas previamente <12>. Handwerger y coís. han demostrado la inserción de un
fragmento de 1 .496 pb entre los genes variS y yanA. Cuando digirieron el ADN de la
cepas con Hindlil encontraron que una sonda venHAXY hibridaba con un fragmento de
4,0 Kb y otro de 1,2 Kb, y no hallaron ninguno de 7,2 Kb <111). Esto podría explicer la
ausencia del fragmento de 5,6 Kb en la digestión EcoRí, Dado que el grado de
resistencia de la cepa RYC37509y del transconjugante JVR-1 son equivalentes al resto
124
Discusión
de las aislados clínicos y sus transconjugantes, dicho fragmento no se habría insertado
en ninguno de los genes implicados en la resistencia,
En las escasas ocasiones que se han publicado aislamientos de E. oviam
resistentes a vancomicina éstos han sido de genotipo VenA <89, 238, 1 98>- La estirpe
E. av/am S0N144 presenta un nuevo tipo de resistencia a glicopéptidos, ya que la
resistencia a teicoplanina y vancomicina es de alto nivel, la resistencia no es inducibie,
probablemente sea cromosómica <dado que no visualizamos ADN plasmidico), no hibrida
con el oligonucleót[do específico de yanA y las proteinats implicadas con la resistencia





V La evolución de la sensibilidad de los enterococos en e~ periodo 1988-1993fue
variable, distinguimos tres grupos. A- Los antibióticos que sufrieron ligeras
variaciones a lo largo del período con escasa tendencia al incremento de aislados
resistentes, fueron: ampicihina, penicilina, fosfomicina, vancomicina,tetraciciina,
rifampicina, y nitrofuraritoina. 6-Otro grupo lo integran antimicrobienos con una
evolución imprecisa con picos y valles a lo largo del periodo, compuesto por:
estreptomicina y cotrimoxazol. Y C- Antimicrobianos que presentaron una clara
tendencia al incremento de la resistencia: eritromicina, cloranfenicol, norfioxacina
y ciprofloxacina.
20 El porcentaje de aislados resistentes en el periodo 1988-1993 para ampicilina,
penicilina, fosfomicina, y vancomicina fue 3,15, 5,16, 12,53, y 0,66%
respectivamente~ similar al de otros estudios. Tan sólo el 0,16% de las cepas
presentó sensibilidad intermedia a vancomicina. La resistencia de alto nivel a
estreptomicina fue del 39,57% equivalente a la encontrada por otros autores
españoles.
30 Los nueve enterococos resistentes a glicopéptidospresentaron resistencia de alto
nivel para vancomicina ‘y teicoplanina. Todos fueron sensibles a ampicilina,
ampicilina/sulbactam~ piperacilina, cloranfenicol, estreptomicina (2000 ¿sg/mI),
norfioxacina, ciprofloxacina, nitrofurantoina, y daptomicina. Penicilina también
fue activa frente a todos los aislados excepto E. faeciam RYC37509.TOdas las
cepas excepto E. av/am SONí 44 fueron resistentes a eritromicina.
40 La resistencia a vancomicina fue inducible en todos los aislados, excepto en E.
evíum S0N144 que fue resistente de forma constitutiva. En todos los extractos
proteicos cíe las cepas de E. [eec/am y E. [oeca/lsse observó una proteína
inducible de aproximadamente 39,6 KDa cuando se crecieron en presencia de
vancomicina. Esta proteína fue reconocida en los ocho aislados por el antisuero
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anti-39KDa. En los extractos de £ av/am SONí 44crecido con y sin vancomic¡na
no se apreciaron diferencias en los perfiles proteicos. Ninguna proteína fue
reconocida por el antisuero anti 39-KDa, indicando que esta cepa poseerá un
mecanismo de resistencia diferente a los otros aislados.
50 El ADN total de todas las estirpes, excepto E. avium S0N144, hibridaba con el
oligonucleótido específico de yanA. Basándonos en los valores de sensibilidad
a vancomicina y teicopianina, en la aparición de una proteína inducible en
presencia de glicopéptídos, y en los resultados de la hibridación con el
oligonucleótido específico variA concluimos que todas las cepas excepto
S0N144 son de fenotipo y genotipo VanA.
6~ Le cepa E, av/vm SON1 44 presenta un fenotipo distinto a os definidos hasta la
fecha, ya que la resistencia es constitutiva como VanC pero de alto nivel como
VanA. No esta relacionada inmunolSgicamente con yanA.
7» E. av/am fue la única cepa incapaz de transferir le resistencia a vancomicina por
conjugación. La resistencia a eritromicina y vancomicina estaban asociadas en
siete de los ocho aislados con resistencia a vancomicina transferible. Cuando
presentaron resistencia e tetraciclina, ésta se transfirió independientemente de
la de vancomicina. La resistencia fue plasmidica en todas las cepas excepto E.
av/am SON 144.
8» La agrupación de genes variA se ha<t6 en E plásmidos diferentes. Un mismo
plásmido se encontraba en aislados procedentes de hospitales da Madrid y
Tarrasa, el pVR-2 hallado en las cepas AYC44749, MT77628,y MT77693. Las
4 estirpes del Hospital Príncipes de España de Barcelona poseían 3 píésmidos
diferentes, el pVR-3 poco relacionado con el resto y los plásniidos pVR-4 y pVR-
E relacionados entre si y con él pVR-2, Los plásmidos pVR-2 y pVR-5 respondían
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